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Uber Nierenphosphatase und ihre Aktivierung. IT. 


Von 


Holger Erdtman. 


Mit 3 Figuren im Text. 





(Aus dem biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7, Mai 1928.) 


In einer fritheren Mitteilung iiber Nierenphosphatase’) 
wurde ein Aktivator beschrieben, der, zugesetzt in jenen kleinen 
Mengen, welche zur vollen Aktivierung erforderlich sind, eine 
Krhéhung der Aktivitat des Enzyms von rund 500—600°/, 
bewirkt, gemessen nach einer an derselben Stelle diskutierten 
Aktivitatsgleichung. Die Frage iiber die Natur dieser Aktivie- 
rung wurde damals unbeantwortet gelassen. 

Bisher ist es nicht gelungen die Nierenphosphatase durch 
Dialyse reversibel zu inaktivieren. Weder die durch bloBes 
Schitteln von Trockenpriparaten erhaltenen, noch die durch 
Tonerde- bzw. Kaolinadsorptionen gereinigten Enzymlésungen 
verlieren ihre Aktivitét durch 14tigige intensive Dialyse. 
Enzymlésungen, die in verschiedener Art dargestellt sind, und 
die verschiedene Aktivitét haben, werden ungefaihr gleich viel 
aktiviert. Uber den Kinflu8 der Dialyse siehe die friihere 
Mitteilung. Es scheint also als hatte die Nierenphosphatase 
eine gewisse Aktivitiit auch ohne Aktivator. 

Hinsichtlich dieser partiellen Inaktivierbarkeit durch Dialyse 
erinnert die Phosphatase an die tierischen Amylasen, die durch 
Neutralsalze z. B. NaCl aktiviert werden.) Zu diesen Akti- 





1) Erdtman, Diese Zs. Bd. 172, S. 182 (1927). Die Identitéit der 
Glycerophosphatase mit anderen Phosphatasen wird in folgenden Arbeiten 
aus diesem Institut behandelt werden. 

*) Z. B. Cole, Jl. of Physiol. Bd. 30, S. 202 (1904); Bierry und 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXYVILI. 15 
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vierungen, die von Myrback!) als ein Effekt der Verschiebung 
des p,,-Optimums erkannt wurde, hat neuerdings von Kobayashi?) 
eine interessante Parallele gefunden bei der Takaphosphatase, 
deren p,-Optimum bei p, = 5,56 liegt. Durch Adsorptions- 
reinigung, Dialyse usw. wird das Optimum auf p,, 3—4 ver- 
schoben, was sich auf Verlust einer X-Substanz zuriickfiihren 
laBt. Diese X-Substanz hat aber Kobayashi noch nicht 
niher charakterisiert. 

Die Frage iiber die Empfindlichkeit der Nierenphosphatase 
gegen Hlektrolyte ist in ein ganz anderes Licht geriickt worden 
als es sich zeigte, da& Mg-Ionen die Phosphatase kriftig 
aktivieren (vgl. unten). 

Trypsin, Papain und Amylase kénnen durch Zusitze ge- 
wisser Stoffe (Enterokinase, Blausiure und Pringsheims 
,Komplement“) das Vermégen erhalten, Stoffe zu spalten, auf 
die sie gewdhnlich nicht einwirken. Es liegt hier also bei 
diesen Enzymen eine Anderung des Spezifititsgebietes durch 
Aktivatoren vor. 

Bei Nierenphosphatase ist eine solche Spezifititserweiterung 
noch nicht konstatiert worden. 


Uber die Wirkung des neuen Aktivators 
auf Nierenphosphatase. 


Am auffallendsten ist es, daB Aktivatorzusatz die mono- 
molekularen Reaktionskonstanten der Glycerophosphatspaltung 
sehr verbessert, was fiir die Enzymreinigungsversuche von 
groBem Nutzen war. Die friiher gefundenen (Erdtman, a.a.O., 
S. 185) verschiedenen Geschwindigkeiten, mit denen die Kon- 
stanten bei Versuchen mit verschieden dargestellten Enzym- 
lésungen abnehmen, werden also durch die mehr oder weniger 
vollstindige Aktivierung erklirt. 

Folgende Tabelle zeigt den EKinfluB des Aktivators auf 
die Reaktionskonstante (Aktivator: Fleischextrakt). 





Giaja, C. R. Bd. 143, S. 300 (1906); vgl. H. v. Euler, Chemie d. Enzyme, 
3. Aufl., IL. Teil, 1. Abschn., S. 352 ff. (1928). 

1) Myrbick, Diese Zs. Bd. 160, S. 1 (1926). 

*) Kobayashi, Biochem. Jl. Tokyo. Bd. 8, S. 205 (1927). 
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Ohne Aktivator Mit voller Aktivierung 
7 rawr 
Stunden | mg Mg,P,0, k mg Mg,P,0, k 
1 3 0,0072 6 0,014 
8 15 0,0046 40 / 0,012 
22 27 0,0031 84 0,012 
30 31 0,0027 102 0,012 
wo (185) _ (185) | a 











Die Werte der Konstante sind also hier bei 55°/, Spaltung in 
Gegenwart des Aktivators immerfort konstant. 

Ohne Aktivator ist die Reaktionsgeschwindigkeit schon nach 
17°/, Spaltung auf 37°/, der erstgemessenen Geschwindigkeit gesunken. 


Zur Erklirung der EKinwirkung des Aktivators auf die 
Reaktionskonstante kénnen mehrere Hypothesen herangezogen 
werden. 1. Der Aktivator kann als Enzymschutz wirken. 


Um diese Méglichkeit zu priifen wurde die Konstante bei 
verschiedenen Acidititen und Temperaturen untersucht. 





























Py =9,0 Temp.=30°|p,=8,0 Temp.=30°| p,,=8,0 Temp.=20° 
Stunden mg Pyro-| ing Pyro- | k mg Pyro-| | 
phosphat : phosphat | ; phosphat | , 
1,0 21,6 | 0,097 15,0 | 0,051 9,4 0,030 
3,5 45,2 0,050 30,0 0,031 22,0 0,022 
7,0 68,0 0,044 50,2 0,029 30,2 0,016 
22,0 112,8 0,036 93,4 0,023 71,2 0,015 
co (135) _ (135) — (135) | — 








Ein mehr schonendes p,;;') und entsprechend niedrige Temperatur 
verhindern das Abfallen der Konstanten also nicht. 


Einige Versuche wurden nun ausgefiihrt, um eine eventuelle Enzym- 
zerstoérung direkt zu zeigen bei dem bei den Reaktionen verwandten 
Py = 8,8. Das Enzym wurde deshalb ohne und mit Aktivator wihrend 
24 Stunden auf 30° gehalten. Nach dieser Zeit wurde Substrat zugesetzt. 
Als Aktivator verwendete ich 10 cem einer 2 °/,igen Fleischextraktlésung 


(enthaltend 40 mg anorganisches Phosphat), was einem sehr groBen 
Uberschu8 entspricht. 





') Martland u. Robison, Biochem. Jl. Bd. 21, S. 665 (1927). 
15* 
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I. Ohne Vorbehandlung des Enzyms. 
II. Vorbehandlung des Enzyms 24 Stunden mit Aktivator. 
III. Vorbehandlung des Enzyms 24 Stunden ohne Aktivator. 




















Stunden I II Ill 
1 51,6 52,2 bl, 
4 61,6 60,4 59,0 


Kine Inaktivierung konnte also nicht konstatiert werden, 
und es ist also kaum wahrscheinlich, daB die hauptsiichliche 
Rolle des Aktivators die eines Enzymschutzes ist. 

Folgende Versuchsserien zeigen die EKinwirkung des Akti- 
vators auf dialysiertes Enzym bei Zusatz nach 20 Stunden, 
verglichen mit der Wirkung eines Enzyms, welches von Anfang 
an Aktivator enthielt. 




















; _ , Aktivator nach 20 Std. 
Aktivator die ganze Zeit vorhanden zugesetzt 
Stunden | mg Pyrophosphat mg Pyrophosphat 

4,5 | 134 95 

20,0 332 140 
27,5 384 190 
45,0 501 307 
va ! (606) (606) 





Am besten sieht man den Effekt des Aktivatorzusatzes in Fig. 1. 


2. Ist der Aktivator kein Schutzstoff fiir das Enzym, so kann 
seine Kinwirkung dahin gedeutet werden, da8 man annimmt, 
da8 es eine Hemmung des Enzyms durch wahrend der Reaktion 
entstandenes Phosphat verhindert. Die Affinitit des Aktivators 
zum Phosphat ist gréBer als zum Enzym und die Affinitit 
des Enzyms zur Aktivator-Phosphatverbindung ist klein oder 
gleich Null. 

Diese Deutung verliert aber an Wahrscheinlichkeit, wenn 
man bedenkt, daB bei gereinigten Aktivatorpraparaten eine 
geringe Menge Aktivator einer sehr viel gréBeren Menge frei- 
gemachten Phosphates entspricht. 


(So entsprach z. B. 0,36 mg Aktivator 40 mg Phosphat in 24 Stunden, 
Krdtman, a, a. O., S. 127.) 


at 
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3. Weiter kann das Enzym allein von Phosphat starker 
gehemmt werden als der Enzym-Aktivatorkomplex, d. h. die 
Affinitat des Aktivators zum Enzym ist gréBer als zum Phos- 


520 
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phat, und die Affinitaét zwischen der Enzym-Aktivatorverbindung 
und dem Phosphat ist klein oder gleich Null. Der Aktivator 
wiirde also gegen das Phosphat als eine Art Puffer wirken. 


Um diese Annahme zu priifen, wurden Phosphathemmungsversuche 

mit und ohne Aktivator ausgefiihrt. 
I. Mit Aktivator; ohne Phosphat. 

II. Ohne Aktivator; ohne Phosphat. 

III. Ohne Aktivator; mit 0,1 mol. Phosphat. (Korrigiert fiir die zu- 
gesetzte Phosphatmenge.) 

IV. Mit Aktivator; mit 0,1 mol. Phosphat. (Korrigiert fiir die zugesetzte 
Phosphatmenge.) 


j ! 
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I. Il. Il. IV. 
Stunden mg Pyro- mg Pyro- mg Pyro- mg Pyro- 
phosphat phosphat phosphat phosphat 

3 44,6 23,4 si _ 

8 68,6 43,6 5,4 35,1 

28 136,4 78,4 11,4 82,8 

50 135,2 114,4 25,2 111,2 








Am deutlichsten sieht man die Resultate in folgender Figur 2. 
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Aktivatorzusatz neutralisiert also die Phosphathemmung 
betrachtlich. Die Kurve (Fig. 3) zeigt in ihrem ersten Teile 
(bis 2 Tage) die Wirksamkeit eines durch 0,1 m Phosphat ge- 
hemmtes Enzym. Nach 2 Tagen wurde Aktivator zugesetzt. 

Durch diese Versuche, die deutlich die Méglichkeit zeigen, 
durch Aktivatorzusatz die Phosphathemmung aufzuheben, wird 
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die Hypothese von einem gegen Phosphat affinitatsfreien Enzym- 
Aktivatorkomplex wenigstens wahrscheinlich. 

Kine wertvolle Stiitze wiirde es sein, wenn man zeigen 
kénnte, daB der Aktivator die enzymatische Synthese ver- 
hindert oder verlangsamt, die nach Martland und Robison!) 
bei hohen Phosphat- und Glycerinkonzentrationen stattfindet. 

Ks bleibt der Zukunft vorbehalten, zu entscheiden, ob 
nicht auch Anderungen in den Optimalbedingungen des Enzyms 
bei Gegenwart des Aktivators hier mitspielen. 

Saimtliche Resultate kénnen iibrigens durch die Annahme 
erklart werden, daB die Enzympraparate nicht nur Phospha- 
tase, sondern auch eine durch den Aktivator spezifisch hemm- 
bare Phosphatese enthalten. 

Trotz vieler Versuche ist es aber nie gelungen, bei hier 
verwendeten Konzentrationen eine Synthese zu konstatieren, 


Zymophosphatspaltung mit und ohne Aktivatorzusatz. 


Da das Zymophosphat eine sehr groBe biochemische Rolle 
spielt, wurde auch ein Versuch gemacht, um festzustellen, ob 
auch die Zymophosphatspaltung vom Aktivator beschleunigt 
wird. Da aber Zymophosphat mit Hilfe von Hefe (welche 
Aktivator enthalt) dargestellt wird und die Fallungsreaktionen 
des Zymophosphates und des Aktivators ziemlich gleichartig 
zu sein schienen, muBbte das Zymophosphat so weitgehend wie 
méglich gereinigt werden. 


Candiolin wurde mit Na-oxalat umgesetzt, wonach das Filtrat mit 
Baryt gefallt wurde. Das Ba-Salz wurde abgequetscht, mit Wasser ge- 
waschen und mit groBen Mengen eisgekiihlten Wasser geschiittelt, worin 
es ein wenig léslich ist. Beim Erwiarmen fallt Ba-Salz aus, das durch 
nochmalige Lésung und Wairmeausfillung gereinigt wird. Endlich 
wurde es mit Natriumsulfat zersetzt. 

















Mit Aktivator Ohne Aktivator 
Stunden 
mg Pyrophosphat | mg Pyrophosphat 
3 20,0 11,6 
1 28,4 17,4 
24 47,4 29,6 








') Martland u. Robison, Biochem. Jl. Bd. 21, S. 665 (1927). 
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Die Aktivierung ist hier, wie ersichtlich, nicht so stark 
wie bei Glycerophosphat, was wohl auf kleine Beimengungen 
von Aktivator im Zymophosphatpriparat zuriickzufihren ist. 


Uber die Reinigung des Aktivators sowie tiber einige 
vergleichende Aktivierungsversuche 
mit Magnesiumsalzen. 


In der ersten Mitteilung wurde gezeigt, daB der Phosphatase- 
aktivator vom Baryt quantitativ gefillt wird, und daB er in essigsaurer 
Lésung mit Bleiacetat nur unvollstindig fallbar ist. 

Durch sukzessive Fallung mit Baryt und Bleiacetat wurde nach 
Eindampfen ein saurer 30mal gereinigter Sirup erhalten, der leicht 
léslich in Alkohol war und keine Reaktionen auf Kohlehydrate und Ei- 
weiBstoffe gab. 

Beim Erhitzen auf 120° entweicht allmihlich Essigsiure, und der 
Riickstand wird erst neutral, dann mehr und mehr basisch. Wahrend 
dieser Erhitzung steigt die Aktivitit des Priparates proportional der 
Gewichtsabnahme. Absoluter Alkohol lést dann die erhitzte Substanz 
nicht mehr quantitativ. Es zeigte sich bei den quantitativen Aktivitits- 
messungen, daB die in Alkohol unldésliche, stark aschenhaltige (84 °/,) 
Substanz am stiirksten aktiv und am stirksten basisch war. 

















Reinigungsmethode| mg Aktivator | mg Pyrophosphat Phos. A 
Ba-Pb-Fillung 0,0 (92,4) 
(Acetat) 0,2 110,8 
0,6 133,2 aa 
1,5 155,8 
Ba- Pb-Ba-Fiillung 0,0 (92,4) 
(als einmal um- 0,2 112,4 
krystallisiertes 0,6 138,6 33800 
Sulfat) 1,5 165,6 
Ba - Pb - Ba- Rest- 0,0 (92,4) 
lésung (als Sulfat) 0,2 92,4 0 
0,6 92,6 
1,5 93,6 
» Aktivatorsulfat “ 0,0 (90,4) 
(noch 38mal_ um- 0,2 111,0 
krystallisiert) 0,6 143,8 eae 
1,5 168,4 
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Da hierdurch wahrscheinlich gemacht war, daB der Aktivator ein 
basisch reagierender Stoff war, wurden Versuche gemacht, durch fraktio- 
nierte Krystallisation die Base in Salzform zu isolieren. Vorversuche 
zeigten, da8 das Sulfat hierfiir am geeignetsten war. 

Baryt- und bleigereinigter Aktivator wurde in einer kleinen Menge 
Wasser gelést und nochmals mit Baryt ausgefallt. Die voluminése 
Fallung wurde mit Barytwasser ausgewaschen und in Schwefelsiure 
zur neutralen Reaktion gelést. Das Bariumsulfat wurde abfiltriert und 
das Filtrat bis zur beginnenden Krystallisation eingedampft, wonach 
Kisessig zugesetzt wurde, um eine vollstindigere Ausfallung zu bewirken. 

Die Krystalle waren vollstindig farblos und auch unter dem 
Mikroskop einheitlich. 

Die Aktivititen sind in der Tabelle S. 218 zusammengestellt. (Uber 
Versuchsmethodik usw. siehe vorige Mitteilung.) 

Durch 3maliges Umkrystallisieren wurde also die Aktivitait nicht 
veriindert. 

Durch Fiallung einer Sulfatlésung mit PbAc, wurde das Sulfat in 
Acetat iibergefiihrt und dieses dann in Chlorid. Dieses ist léslich in 
Eisessig und wurde aus Eisessig-Athylacetat umkrystallisiert. Hygro- 
skopische Krystalle stark aktiv. Auch ein in Wasser und Alkohol lés- 
liches Chloroplatinat wurde dargestellt. Dieses war in Ather und Eis- 
essig unléslich und wurde dreimal umkrystallisiert, wonach bieraus das 
Chlorid mit ungeschwichter Aktivitit wiedergewonnen wurde. 


Nach der Mikroanalyse des ,,Aktivatorsulfats“ (wofiir ich 
Herrn Privatdozent K. Josephson bestens danke) erwies sich 
die Substanz als reines Magnesiumsulfat. 

Vergleichende Versuche zur Aktivierung von 
Phosphatase mit ,Aktivatorsulfat“ und Magnesium- 
sulfat (Kahlbaum). 








MgSO, » Aktivatorsulfat“ 


mg Aktivator | mg Pyrophosphat | mg Pyrophosphat 











0,0 | (96,8) (96,8) 
| 

0,2 | 122.9 121,2 

0,6 | 147,3 147,2 





1,5 | 170,6 171,8 


Wie ersichtlich, haben die beiden Praparate vollig gleiche 
Aktivitaitseigenschaften. 
Ks ist aber nicht sicher, daB die ganze Aktivierung, die 




















‘ 
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der Fleischextrakt hervorruft, von Mg-Ionen allein verursacht } 
wird. Die Aktivierung kann ein sehr komplizierter Vorgang 
sein. 


Es geht auch aus der vorigen Mitteilung hervor, daB die 
Asche des Dialysates von Nierenmaceration nur unbedeutend 
aktiviert. Kobayashi (a. a. O.) fand auch, daB die X-Substanz 
der Takaphosphatase nach Veraschen unwirksam war. Viel- ; 
leicht lassen sich Resultate wenigstens teilweise dadurch er- 
klaren, daB das Magnesium bei der Veraschung in schwer 
lésliche Verbindungen ibergeht. 

Uber den EKinflu8 verschiedener Metallsalze auf Nieren- 
phosphatase liegen schon einige Erfahrungen vor, und ich } 
werde hierauf sowie auf einige Resultate der Enzymreinigung 
baldigst zuriickkommen. 


“~~ 











Zur Kenntnis des Stearinaldehyds. 


Von 
R. Feulgen und M. Behrens. 


(Aus der Chem. Abt. des Physiologischen Institutes der Universitat GieGBen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14, Mai 1928.) 


Im Verlaufe unserer Untersuchungen iiber das Plasmal?) 
bestarkte sich der Verdacht immer mehr, daB es sich hierbei 
um ein Gemisch von Aldehyden hoéherer Fettsiuren 
handele. Damit traten diese sonst dem Biochemiker un- 
bekannten Stoffe in den Vordergrund unseres Interesses und 


und es war notwendig, sie genauer kennenzulernen. 

Der erste, der die Aldehyde der héheren Fettsaiuren (Stearinaldehyd, 
Palmitinaldehyd, Oleinaldehyd)dargestellt, bzw. darzustellen versucht hatte, 
war Krafft.?) Er unterwarf ein Gemisch von Ca-Salzen der betreffenden 
Fettsiiuren und ameisensaurem Calcium der trockenen Destillation und 
isolierte aus dem Destillate Kérper, deren Analysen auf die Aldehyde 
stimmten, und die er als die Aldehyde der betreffenden Fettsiuren an- 
sprach. Aus der Stearinsiure erhielt er so ,,blaulich schillernde Blattchen 
vom Schmelzp. 63,5°. 

Nun ist aber durch die Versuche von Le Sueur’) erwiesen, dab 
die Krafftschen Korper nicht die Aldehyde der héheren Fettsiuren 
sind. Der genannte Autor stellte die Aldehyde dar, indem er von der 
Fettsiure mit einem C-Atom mehr ausging und die a-Oxysiuren dieser 
Fettsiuren auf 260—280° erhitzte. Aus dem entstehenden Destillate 
konnten die Aldehyde isoliert und als Oxime identifiziert werden, im 
Gegensatz zu den Krafftschen Kérpern, aus denen sich solche 
funktionellen Derivate mit stimmenden Analysenzahlen nicht 





1) Pfliigers Arch. Bd. 206, S. 389 (1924); Zs. Biol. Bd. 83, S. 223 
(1925); Biochem. Zs. Bd. 181, §. 30, 284 (1927), Bd. 186, S. 360 (1927), 
Bd. 193, S. 251, 416 (1928). 

2) F. Krafft, Chem. Ber. Bd. 13, S. 1413 (1880). 

5) Journ. Chem. Soc. Bd. 87, 8. 1892. 
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gewinnen lieBen. Die Kérper von Le Sueur unterscheiden sich von 
denen Kraffts abgesehen von der Krystallform durch ihre leichtere 
Léslichkeit in organischen Lésungsmitteln und ihren niedrigeren Schmelz- 
punkt. So schmilzt der angebliche Palmitinaldehyd von Krafft bei 
58,5°, der von Le Sueur aber bei 34°. Uber die Natur der Krafft- 
schen Ko6rper ist nichts bekannt. 

Le Sueur hatte aber die Aldehyde nur bis zu 17 C-Atomen dar- 
eestellt, den uns interessierenden Stearinaldehyd dagegen nicht. Soweit 
wir die Literatur iibersehen, existiert z. Zt. nur der Krafftsche Korper. 
Nach Darstellung und Eigenschaften schlieBt sich dieser unmittelbar an 
den Palmitinaldehyd der Krafftschen Reihe an; denn der Palmitin- 
aldehyd nach Krafft weist- ,,perlmutterglinzende Blittchen vom Schmelz- 
punkt 58,5° auf, der Stearinaldehyd ,,bliulich schillernde Blittchen vom 
Schmelzp. 63,5°%. Da nun nach Le Sueur die Reihe der Krafftschen 
Kérper bis zum Palmitinaldehyd einschlieBlich nicht die richtigen Stoffe 
umfaBt, so kann auch der Stearinaldehyd nach Krafft nicht der richtige 
Kérper sein. Bestiirkt wurden wir in dieser SchluBfolgerung durch die 
Tatsache, daB es uns, iihnlich wie dies Le Sueur von den anderen 
Krafftschen Kérpern berichtet, nicht gelungen ist, aus dem Krafft- 
schen Stearinaldehyd analysenrichtige funktionelle Derivate, z. B. Thio- 
semicarbazone darzustellen, obgleich gerade diese in der Chemie der 
héheren Aldehyde sich als hervorragend geeignet erwiesen. 

Das Verfahren von Le Sueur zur Darstellung der héheren Aldehyde 
ist aber sehr unbequem, weil hierbei die Fettsiiuren der nachst hoheren 
Homologen erforderlich sind. Nun besitzen wir in dem Verfahren von 
Rosenmund') eine schéne und wertvolle Methode, mit der Aldehyde 
aus der Siure mit der gleichen Anzahl von C-Atomen zuginglich sind. 
Rosenmund reduziert die Siurechloride mit katalytisch erregtem 
Wasserstoff (Palladium) in siedenden Lésungsmitteln, insbesondere Xylol. 
Durch das siedende Xylol wird beim Durchstreichen des Wasserstoffs 
die sich bildende Chlorwasserstoffsiure sofort hinweggefihrt, die sonst 
die Reduktion stéren wiirde. Rosenmund hat auch das Stearylchlorid 
seinem Verfahren unterworfen und — die ,,bliulich glainzenden Blittchen 
vom Schmelzp. 63,5° erhalten. Da nun aus dem Gesagten hervorgeht, dab 
dieser Krafftsche Korper nicht der Aldehyd der Stearinsiure sein kann, 
so hat auch Rosenmund?) mit seiner Methode den Stearinaldehyd nicht 
dargestellt. 





') Chem. Ber. Bd. 51, S. 585 (1918). 

2) Rosenmund erwiahnt die Befunde von Le Sueur nicht, woraus 
wohl zu schlieBen ist, da8B ihm diese Arbeiten in der Literatur ent- 
gangen sind. Im Beilstein steht unter Stearinaldehyd der Krafftsche 
Koérper, wiihrend bei den niederen Homologen nur die Daten von Le 
Sueur aufgenommen worden sind. 
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Da aber die Methode von Rosenmund so unvergleichlich 
bequem ist, so haben wir sie doch ausprobiert, aber niemals 
den Krafftschen Kérper erhalten, obwohl der Krafftsche 
Kérper wegen seiner auffallenden Schwerlislichkeit in Ather 
und seiner bliulich schillernden Blittchen unverkennbar ist. 
Den Grund fiir unsere andersartigen Befunde kennen wir nicht, 
es bleibt also nichts weiter iibrig, als unsere Arbeitsweise genauer 
als iiblich zu beschreiben, insbesondere auch die Darstellung 
des Katalysators. Rosenmund benutzt im Bariumsulfat nieder- 
geschlagenes Palladium. Die einzige Abweichung, deren wir 
uns bewuBt sind, besteht darin, daB wir das Palladium nicht 
in vorritigem Bariumsulfat, sondern in frisch gefilltem nieder- 
geschlagen haben. Uns fiel auf, daB die Reduktion schneller 
verlief als bei Rosenmund. 

Unser nach der Methode von Rosenmund gewonnene 
rohe Reaktionsprodukt enthielt im wesentlichen zwei Korper, 
die mit dem Stearinaldehyd in Beziehung gebracht werden 
konnten: 

1. Nach Liésen in Ather und Versetzen mit dem mehr- 
fachen Volumen Alkohol fiel in groBer Menge (etwa 50°/, der 
vorhandenen Substanz) ein auch in heigem Alkohol auffallend 
schwer léslicher Stoff aus, der durch Lésen in Ather und Wieder- 
ausfillen mit Alkohol gereinigt wurde. Er schied sich dabei 
in mikroskopischen knolligen Gebilden ab, die bei 55° nach 
vorherigem Erweichen schmolzen. Diese Substanz, die wohl 
kaum rein war, lieferte zwar Analysenzahlen, die leidlich auf 
Stearinaldehyd stimmten, aber sie gab keine Spur einer Reaktion 
mit fuchsinschwefliger Siure, reduzierte auch nicht ammonia- 
kalische Silberlésung und koppelte nicht mit Thiosemicarbazid 
erwies sich iiberhaupt als auffallend indifferent. Wurde dieser 
Stoff aber bei einem Druck von weniger als 1mm Hg und bei 
einer Olbadtemperatur von 140—200° destilliert, dann entstand 
ein Destillat von ganz anderen Eigenschaften. Es erstarrte 
in der Vorlage krystallinisch, gab eine intensive Reaktion mit 
fuchsinschweflicher Siiure, reduzierte augenblicklich ammonia- 
kalische Silberlésung und lieferte mit Thiosemicarbazid ein 
Kupplungsprodukt, das aus Alkohol priichtig krystallisierte, und 
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dessen Analysenwerte auf das Stearinaldehydthiosemicarbazon 
stimmten. Auf Grund dieser Befunde halten wir es als wahr- 
scheinlich, daB der indifferente, in Alkohol fast unldsliche Stoff 
ein Assoziat des Stearinaldehyds ist, vermutlich ein Dimeres; 
denn die Molekulargewichtsbestimmung nach Rast lieferte 
505, wihrend fir das Dimere 536,6 verlangt werden. Dab 
in der Tat die Aldehyde auch der hoéheren Fettsiuren 
leicht, schon beim Aufbewahren polymerisieren, wissen wir 
von Le Sueur, der von mehreren Homologen diese Kérper- 
reihe ‘l'rimere beschrieben hat. Es liegt die Vermutung 
nahe, daB auch die Krafftschen Kérper Polymere sind. Dem 
widerspricht aber die atsache, daB sie ja durch Destillation 
entstanden sind und nach unseren Erfahrungen gewinnt man 
auch bei Wiederholung der Destillation wieder Kérper mit den 
alten Eigenschaften. Wegen der groBen Neigung der Aldehyde 
der héheren Fettsiuren zur Polymerisation sind zur Identifi- 
zierung die haltbaren Kupplungsprodukte erforderlich, von denen 
die Thiosemicarbazone wegen ihrer Schwerléslichkeit in 
kaltem Alkohol und ihrer guten Krystallisierbarkeit ganz hervor- 
ragend geeignet sind. Im iibrigen haben wir den indifferenten 
in Alkohol unléslichen Kérper nicht weiter untersucht, da er 
nicht an sich, sondern nur als Durchgangskérper bei der Dar- 
stellung des Aldehyds fiir uns Interesse hatte. 

2. Nach Abtrennen des besprochenen alkoholschwerléslichen 
indifferenten Kérpers wurde das Filtrat von den Lésungs- 
mitteln befreit, und es hinterblieb nunmehr ein in allen 
organischen Lésungsmitteln leicht lésliches Gemisch, das eine 
intensive Reaktion mit fuchsinschwefliger Saure und ammonia- 
kalischer Silberlésung lieferte. Wir durften in ihm den mono- 
molekularen Stearinaldehyd vermuten. Nach Reinigung durch 
Destillation unter stark vermindertem Druck entstand mit 
Thiosemicarbazid ein Kupplungsprodukt, das sich mit dem aus 
dem alkoholunléslichen indifferenten Kérper gewonnenen als 
identisch erwies. 

Aus diesen Befunden ergibt sich also folgendes: Bei der 
Reduktion des Stearylchlorids nach Rosenmund entsteht 
primiir Stearinaldehyd, von dem ein ‘Teil molekular bleibt, 








— 
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wihrend der Rest sich in einen indifferenten Kérper umwandelt 
(polymerisiert?), aus dem durch Destillation wieder der mole- 
kulare Aldehyd zuriickgewonnen werden kann. Unter diesen 
Umstanden eriibrigt sich natiirlich die Isolierung des alkohol- 
schwerléslichen indifferenten Kérpers und man geht am besten 
so vor, daB man das Produkt der Reduktion sogleich im 
hohen Vakuum destilliert, hierbei geht erstens der mole- 
kular vorhandene Aldehyd iiber, zweitens entsteht dieser 
aus dem alkoholschwerléslichen indifferenten Kérper. So er- 
gibt sich folgende Arbeitsweise: 


Beschreibung der Versuche. 


Bei der Reduktion der Siiurechloride schien es uns geboten, durch 
fortlaufende Bestimmung des entweichenden Chlorwasserstofis das Fort- 
schreiten der Reduktion unter Kontrolle zu halten. Wir bedienen uns 
hierzu als Reduktionsgefi8 eines zylinderférmigen unten zugeschmolzenen 
weiten Rohres von etwa 60 cem Inhalt, das mit einem RiickfluBbkiihler 
versehen ist. Oben an dem Kiihler ist ein T-Rohr mit einem seiner 
durchgehenden Schenkel angeschlossen und durch diese reicht, mit einem 
Stiick Gummischlauch abgedichtet, das Einleitungsrohr fiir den Wasser- 
stoff durch den Kihler hindurch bis auf den Boden des Reduktions- 
gefiBes. Das abzweigende Rohr des T-Stiickes ist durch Gummi- 
schlauch mit einem Rohr verbunden, das in eine Vorlage mit etwas 
Wasser hineintaucht, worin die Salzsiiure mit n-NaOH fortlaufend 
titriert werden kann. 


Der Katalysator. 


In einem Kolben vermischt man 500 cem Wasser mit 40 cem 5n- 
Schwefelsiiure, fiillt die siedend heiBe Schwefelsiiure mit einer heiBen 
Lésung von 12 g Bariumchlorid in 200 cem Wasser, laBt absitzen und 
wischt das Bariumsulfat mehrmals mit heiBem Wasser unter Dekantieren 
aus. Die Menge der Suspension bringt man in einem Becherglase auf 
etwa 300 cem versetzt hei8 mit einer warmen Lésung von 1,0 g Palladium- 
chloriir in 830 eem Wasser und 10 cem n-HCl, fiigt 1 cem Formalin (40 */oig) 
hinzu und macht in heiBem Zustande unter fortwiihrendem Aufwirbeln 
des Niederschlages mit Natronlauge gegen Lackmus alkalisch. Auf- 
kochen, Absitzenlassen, AbgieBen, Auswaschen uater Dekantieren und 
spiiter nach Absaugen an der Nutsche. Trocknen und aufbewahren iiber 
Schwefelsiiure. Ausbeute an Katalysator etwa 23 g. 
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Darstellung des Stearylchlorids. 


Man vermischt 10 g feinst pulverisierte reine Stearinsiiure') mit 8 g 
fein zerriebenem Phosphorpentachlorid durch starkes Schiitteln des lose 
verschlossenen GeféBes, versieht dasselbe zum Schutze gegen die Feuchtig- 
keit der Luft mit einem Korken, der ein ausgezogenes Rohr trigt, und 
erwirmt durch Einstellen in ein Wasserbad von 45° unter fortwihrendem 
Umschiitteln bis zur Beendigung des Prozesses. Man filtriert méglichst 
schnell durch ein kleines ganz lockeres Filter aus Glaswolle in ein ge- 
riumiges einseitig zugeschmolzenes weites Glasrohr hinein, gibt ein 
poréses Tonstiickchen hinzu und evakuiert mit der Wasserstrahlpumpe, 
wobei zuniichst Salzsiiure entweicht. Jetzt erhitzt man in einem als 
Wasserbad dienenden Becherglas bis dieses siedet, wobei das gebildete 
Phosphoroxychlorid entweicht. Das Erhitzen unter Evakuieren wird 
fortgesetzt, bis das anfiinglich sehr lebhafte Aufwallen nachgelassen hat 
und sich nur noch spirliche Blasen entwickeln (bei zu langem Erhitzen 
fiirbt sich die Fliissigkeit braun). Dann gieBt man das Stearylchlorid 
in das Reduktionsgefai8 hinein, vermischt mit 25 ecm iiber Na getrocknetem 
Xylol und setzt 2 g fein zerriebenen Katalysator hinzu. 


Darstellung des Stearinaldehyds. 


Zur Reduktion erhitzt man das ReduktionsgefaiB im Glycerin- 
bade auf etwa 150° bis das Xylol siedet und leitet gleichzeitig 
einen lebhaften Strom von getrocknetem reinen Wasserstoff 
hindurch. Zur Verfolgung des Fortschreitens der Reduktion 
gibt man anfainglich 2 ccm, gegen Schlu8 1 ccm n-NaOH in das 
Wasser der Vorlage, und notiert die Zeit, welche bis zur 
Neutralisation verstreicht (Indicator Phenolphthalein). Diese 
Zeit betrigt je nach Wirksamkeit des Katalysator 2—3 Minuten, 
und, da im ganzen etwa 23 ccm n-NaOH verbraucht werden, 
so ist die Reduktion in ungefahr 40—50 Minuten beendet. Auf 
jeden Fall kann man den Proze8 dann unterbrechen, wenn die 
Reaktionsgeschwindigkeit unter den fiinften Teil des Anfangs- 
wertes gesunken ist. 

Das Reaktionsprodukt wird an der Zentrifuge vom Kataly- 
sator befreit, und dieser noch mit Ather ausgewaschen. Unter 
vermindertem Druck im Wasserbade werden die Liésungsmittel 
abdestilliert, wobei das Wasserbad zuletzt bis zum Sieden er- 
hitzt wird. Die Destillation des zuriickbleibenden Rohproduktes 





') Acidum stearinicum purissimum Merk. 
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erfolgt in einem Olbade an einer Olluftpumpe unter Anwendung 
eines kleinen porésen Tonstiickchens bei einem Druck von 
nicht iiber 1 mm Hg. Das Olbad wird dabei von anfinglich 
120° bis auf 250° erhitzt. Zur Gewinnung analysenreiner 
Priparate ist sehr darauf zu achten, daB nichts aus dem 
DestilliergefiB tiberspritzt, sonst haftet spiter dem 
Thiosemicarbazon eine in organischen Liésungsmitteln schwer 
lésliche Verunreinigung an, die durch Umkrystallisieren nicht zu 
beseitigen ist. Wir benutzten bei der Destillation einen gewéhn- 
lichen kleinen F raktionierkolben, dessen Destillierrohr aber zuerst 
eine kurze Strecke schrig nach oben und dann erst nach abwiirts 
ging. Als Vorlage diente eine Glaskugel, zu der das Destillier- 
rohr aufgeblasen war. Nach der Destillation wird das vdllig 
wasserhelle, in der Kialte krystallinisch erstarrende Destillat 
(etwa 6 g) aus der Vorlage herausgeschmolzen und unter Heraus- 
lésen des Restes mit der 10fachen Menge Alkohol warm gelést. 

Zur Uberfiihrung in das Thiosemicarbazon werden 2,0 g 
feingepulvertes Thiosemicarbazid durch langeres Kochen in 
200 ccm Alkohol gelést und in die heiBe Liésung die des 
Destillates hinzugeben. Uber Nacht krystalliert reichlich das 
‘Thiosemicarbazon aus, das aber noch mit einem in organischen 
Lésungsmitteln leicht léslichen Kérper verunreinigt ist. Nach 
dem Absaugen und ‘Trocknen erhilt man so etwa 5 g. Zur 
Entfernung der Verunreinigung wird das Produkt dreimal mit 
je 100 com Ather ausgekocht (Abtrennen an der Zentrifuge), 
der Ather verdampft und der Atherriickstand dreimal mit je 
20 com Ather ausgekocht. Das vereinigte Atherunlisliche 
(4 g) besteht zum gréBten Teile aus Stearinaldehydthiosemicarb- 
azon. Schmeckt das Priparat bitter, dann enthialt es noch 
freies Thiosemicarbazid, das jetzt entfernt werden muf. Dies 
geschieht durch Liésen der Substanz in etwa der 20fachen 
Menge heiBen Alkohols und Ausfillen mit dem mehrfachen 
Volumen Wasser, worauf der Niederschlag so lange mit Wasser 
ausgewaschen wird, bis das Waschwasser nicht mehr bitter 
schmeckt. Die so erhaltene Substanz wurde jetzt viermal 
aus der 20fachen Menge Alkohol umkrystallisiert. Um schéne 
charakteristische Krystalle zu gewinnen, krystallisiert man 
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zweckmaBig aus sehr verdiinuter (0,5°/,) alkoholischer Loésung. 
Engt man nach dem Abtrennen der Krystalle die Mutterlauge 
auf etwa '/, ein, so erhalt man eine zweite Krystallisation. 
Die Gesamtausbeute an reiner Substanz betragt etwa 2—2,5 g. 
Schmelzp. 111°. 

4,332 mg Substanz gaben 10,535 mg CO,, 4,40 mg H,0. 


4,470 mg " » 10,940 mg CC,, 4,58 mg H,O. 
2,355 mg m " 0,250 cem N (15°, 734 mm). 
2,590mg ,, » 0,275 eem N (14°, 734 mm). : 
8,290 mg 7 e 5,690 mg BaSQ,. 
6,349 mg 1 Sias 4,380 mg BaSQ,. 
CigHggNgS (341,4). 
Ber. C 66,78 °/, H 11,51, N 12,31 %, S 9,39 °/, 


Gef. ,, 66,85, 67,02 ,, 11,45, 11,52 ,, 12,15, 12,20, 9,42, 9,47. 


Das Stearinaldehydthiosemicarbazon krystallisiert in weiBen 
veristelten Nadeln, die beim langsamen Auskrystallisieren aus 
verdiinnten alkoholischen Lésungen zentimetergroBe Drusen 
oder moosartige Rasen bilden, die beim AnstoBen des GefiBes 
zusammenfallen. Es ist in Wasser ganz unldéslich und wird 
auch nicht benetzt. Die Krystalle schmelzen bei 111°?) nach- 
dem sie kurz vorher sinterten. Die Substanz ist in organischen 
Lésungsmitteln schwer léslich, in kaltem Alkohol nur zu etwa 
0,1°/,, in heiBem dagegen leicht. Dies, in Verbindung mit der 
groBen Krystallisierfahigkeit, macht die Thiosemicarbazone zur 
Darstellung und zur Identifizierung der Aldehyde der héheren 
Fettsiuren hervorragend geeignet. Der Ké6rper gibt eine 
Reaktion mit fuchsinschwefliger Saure, wobei das Thiosemo- 
carbazon aufgespalten wird. Die Ausbildung der Reaktion dauert 
daher lingere Zeit als bei dem freien Aldehyd. Die Farbe 
des entstehenden Kupplungsproduktes zwischen dem Stearin. 
aldehyd und der fuchsinschwefligen Siure ist ausgesprochen 
blaustichig, im Gegensatz zu der Reaktion der niederen Alde- 
hyde, die rotstichig ist. Zur Anstellung der Reaktion kann 
man einige Krystalle in fuchsinschwefliger Siure suspendieren: 


') Wegen der schlechten Leitfiihigkeit der Substanz fiir Wiirme, darf 
die ‘Temperatur in der Nahe des Schmelzpunktes nur sehr langsam ge- 
steigert werden, da man sonst leicht zu hohe Werte erhiilt. 
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nach mehrstiindigem Stehen geht die Krystallstruktur allmahlich 
zugrunde und es bildet sich ein intensiver blau-violetter 
amorpher in Wasser unldéslicher Farbstoff aus. Man kann 
auch einen Filtrierpapierstreifen in eine warme etwa ein- 
prozentige alkoholische Lésung des Kérpers hineintauchen und 
nach dem Verdunsten des Liésungsmittels in eine Kiivette mit 
fuchsinschwefliger Siiure hineinbringen: Nach mehreren Stunden 
firbt sich der Streifen, soweit er in die Lésung hineingetaucht 
war, blau-violett. 


Das Palmitinaldehydthiosemicarbazon. 


Das Palmitinaldehydthiosemicarbazon wurde in der 
gleichen Weise bereitet wie der entsprechende Stearinkérper. 
Ks krystallisiert ahnlich und schmilzt bei 109°. Die Reaktion 
mit fuchsinschwefliger Saiure fallt im Farbton gleich aus wie 
das entsprechende Derivat des Stearinaldehyds, jedoch entsteht 
der Farbstoff schneller. 


4,840 mg Substanz gaben 11,510 mg CO,, 4,76 mg H,O. 


4,494 mg Po » 10,710 mg CO,, 4,50 mg H,0. 
2,712 mg ‘i ‘s 0,293 eem N (21°, 769 mm). 
2,843 mg o - 0,308 cem N (21°, 769 mm). 
6,160 mg . pe 4,630 mg BaSQ,. 
6,275 mg S - 4,420 mg BaSQ,. 
C,,H,;N,5 (313,4). 
Ber. C 65,09 °/, H 11,26 °/, N 13,41 %, S 10,23 °, 


Gef. ,, 65,14, 65,20  ,, 11,06, 11,25 —_,, 12,69, 12,73 —_,, 10,82, 9,85. 


Anhang. 


Darstellung des Stearinaldehydthiosemicarbazon iiber 
den alkoholschwerléslichen indifferenten Kérper. 


Will man den alkoholschwerléslichen indifferenten Kérper 
gewinnen, so lést man den nach Verdampfen des Xylols ver- 
bleibenden Riickstand noch warm in etwa 10 ccm Ather und 
fallt mit 100 cem Alkohol aus. Der entstehende Niederschlag 
wird abgesaugt und mit Alkohol nachgewaschen. 

Ausbeute etwa 4,4 g. 

8,4 g dieses Kérpers wurden zur Reinigung in 80 ccm 
Ather gelist und die Lésung mit 200 cem Alkohol gefiult. 


16* 
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Ausbeute 6,2 g. Schmelzp. 55°, nachdem der Kérper einige 
Grade vorher angefangen hatte zu erweichen, 
5,292 mg Substanz gaben 14,980 mg CQ,, 6,15 mg H,0. 


5,240 mg - zs 14,800 mg CO,, 6,14 mg H,0. 
0,130 mg m » in 1,880 mg Campher: D 5,5°. 
(C,,H 5,02) (536,6). 
sor. © 80,51 °, H 13,53 °/, 


Gef. ,, 77,20, 77,03 ,, 18,01, 13,11  Mol.-Gew. 505. 


Die Destillation und Darstellung des Aldehyds geschah 
nach dem oben beschriebenen Verfahren. Das so dargestellte 
Thiosemicarbazon erwies sich nach Analyse, Schmelzpunkt, 
Mischschmelzpunkt, Krystallform und Léslichkeit als identisch 
mit dem oben beschriebenen Ké6rper. 

Uber die Beziehungen der Aldehyde der héheren Fett- 
siuren zu dem yon Feulgen und Voit entdeckten Plasmal 
wird in kurzer Zeit berichtet werden. 


Die Untersuchungen wurden mit Mitteln der Notgemein- 
schaft der Deutschen Wissenschaft angestellt. 





Uber Nierenphosphatase. III. 
Von 


Holger Erdtman. 





(Aus dem biochem. Institut der Universitat Stockholu.) 


(Der Redaktion zugegangen am 31, Mai 1928.) 


A. Zur Kenntnis der Mg-Salzaktivierung. 


In der zweiten Mitteilung iiber Nierenphosphatase und 
ihre Aktivierung!) wurde gezeigt, daB aus Liebigs Fleisch- 
extrakt durch kombinierte Baryt- und Bleiacetatfillung eine 
stark aktive Fraktion erhalten werden konnte. Aus dieser 
wurden durch Umkrystallisierungen usw. als aktiver Bestandteil 
Magnesiumsalze isoliert. Vergleichende Versuche mit Magne- 
siumsulfat verschiedener Herkunft, Umkrystallisierungsversuche 
mit aus Fleischextrakt stammenden Mg-Sulfat usw. zeigten, 
daB die Mg-Ionen (und nicht eine eventuelle Verunreinigung) 
die Ursache der, Aktivierung war. Da bei diesen Versuchen 
die fiir Aktivititsbestimmungen ausgearbeitete Methodik?), wo 
Aktivator nur im Unterschu8 zugesetzt wird, befolgt wurde, 
wurden auch einige Versuche ausgefiihrt, um festzustellen, ob 
mit Fleischextrakt und MgSO, die nimlichen Maximalakti- 
vierungen erhalten werden konnten. 

Reaktisnsmischung: 
20 cem Serensens Boratpuffer (p,; = 8,8); 30 cem Substrat; 10 eem 
dialysiertes Enzym; x eem Aktivator; (85—x) ecm aq; 2 ecem Toluol. 


Temp. 30% Zu jeder Analyse 30 ccm. Korrigiert fiir den Phosphat- 
gehalt des Fleischextraktes. 























mg Pyrophosphat in 30 ecm nach 
Aktivierung ET eee eT Sea 
4 Stunden | 22 Stunden 30 Stunden 
Ileischextrakt, maximal. . 63,0 132,3 141,2 
i , hele. . 42,0 93,4 | 106,8 
MgSO,, maximal ... . 63,6 131,6 | 138,6 
Ohne Aktivierung. . . . 30,0 62,6 | 71,4 





) Erdtman, Diese Zs. Bd. 177, S. 211 (1928). 
*) Erdtman, Diese Zs. Bd. 172, 8. 132 (1927). 
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Mit Mg-Salzen kann man also dieselbe Maximalaktivierung 
erreichen wie mit Fleischextrakt. 

Folgende Uberlegung zeigt auch, daB im Fleischextrakt 
hinreichende Mengen Mg-Salze vorkommen, um wenigstens den 
groBten Teil seiner Aktivitaét zu erkliren. 

Fleischextrakt hat eine Aktivitit, die im Mittel 1500 be- 
tragt. Aus 160g trockenem Fleischextrakt kann rund 5,9 g 
MgSO,-7H,O mit der Aktivitat 33300 isoliert werden. Wird 
das Gewicht der Praparate mit ihren Aktivitéten multipliziert, 
so ist das Produkt ein MaB der Aktivatormenge. Fiir Fleisch- 
extrakt bekommt man den Wert 240000 und fiir MgSO, den 
Wert 198000. 

Um zu erfahren, in welchem Grade diese Mg-Akti- 


vierung spezifisch ist, wurde die Glycerophosphatspaltung ‘ 
in Gegenwart winziger Mengen der Sulfate anderer zweiwertiger 
Elemente verfolgt. . 


Reaktionsmischung wie oben. 

















mg Pyrophosphat nach 
Salz Molaritiit ei tis , 
4 Stunden | 10 Stunden | 24 Stunde 
MgSO,-7H,0 0,000 004 420 | 67,8 | 97,2 
desgl. 0,000 010 43,4 | 14,0 108,0 
CaSO,- 2H,O 0,000 004 39,0 | 62,7 86,0 
desgl. 0,000 010 40,0 | 64,6 88,8 
O — 39,0 62,6 86,0 
desgl. — 39,2 62,9 | 85,8 ’ 
BeSO,- 4H,O 0,000 004 350 | 539 | 81,8 
desgl. 0,000 010 34,6 | 542 | 80,6 
ZnSO,- 7H,O 0,000 004 87,0 | 552 | 72,0 
desgl. 0,000 010 36,8 | 51,2 | 61,8 


Bei diesen duferst groBen Verdiinnungen scheinen also 
Ca- und Be-Salze ohne gréBere Einwirkung zu sein. Die 
aktivierenden Eigenschaften der Mg-lonen sind auch dann noch 
deutlich. Zinksulfat vergiftet. 

Ich halte es jedoch nicht fiir ausgeschlossen, daB die 
Aktivierung der Nierenphosphatase mit Fleischextrakt auch 
noch durch andere Stoffe als Mg-Salze bewirkt wird. 





: j 
——_— 
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Bb. Versuche zur Reinigung von Nierenphosphatase. 


Khe die hier und in friiheren Mitteilungen besprochenen 
Aktivierungsprozesse entdeckt waren, war die quantitative Ver- 
folgung der Enzymreinigung sehr erschwert. Wird aber 
Fleischextrakt als Aktivator im UberschuB zugesetzt, so ist es 
aber moglich, die Erfolge der Reinigungsoperationen mit Ver- 
wendung von folgendem Ausdruck der Aktivitat ziffernmiiBig 


anzugeben '): . 
Phos,-f = 








geEnzym > 


J. Aktivitat des Autolysesaftes. 

«) Die tribe Flissigkeit, die man beim Kolieren der 
Autolysemischung’) erhalt, gibt wegen ihres grobdispersen 
Charakters ungenaue und schwankende Aktivitatswerte. Im 
allgemeinen erhilt man fiir 5 ccm Saft eine Konstante von 
0,08—0,04. 

6) Filtrierter, 2 Tage autolysierter Saft. 5 ccm gibt 
k = 0,0045—0,0040. Trockengewicht 0,17 g. Phos.-f = 0,025. 

y) Filtrierter, 7 Tage autolysierter Saft. 5 ccm gibt 
k = 0,015—0,02 und nach noch 7 Tagen dieselben oder ein 
wenig kleinere Werte. ‘Trockengewicht rund 0,24, Phos.-f= 
0,06-—0,08. 

Durch die lingere Autolysezeit wird also die filtrierbare 
Knzymmenge durch die fortschreitende Autolyse der Triibung 


erhoht. 
Il. Trockenpraparate. 


‘Trockenpriparate?) geben beim Schiitteln mit H,O oder 
sehr verdiinntem NH, Enzymlésungen von sehr variierenden, 
oft sehr hohen Wirksamkeiten und Reinheitsgraden. Die 
Faktoren, welche Eluierbarkeit, Enzymgehalt usw. der Pra- 
parate bestimmen, sind schwer, ja beinahe unmédglich zu be- 
herrschen. 

Eine Bedingung fir gute Trockenpraparate ist schnelle 
Alkoholfallung mit reinem Alkohol. Die Auslésung des Enzyms 
wird durch griindliche Entfettung mit Ather beférdert. Aceton 





1) Euler u. Josephson, Chem. Ber. Bd. 56, S. 1749 (1923). 
2) Erdtman, Diese Zs. Bd. 172, 8. 186 (1927). 
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(absolut sdurefrei!) ist sehr brauchbar zur Entwasserung des 
ersten Alkoholniederschlages, 

Die nachstehenden Beispiele von Phosphataselésungen sind 
unter etwa 30 'Trockenpraparaten ausgewahlt, die fiir Reinigungs- 
zwecke oder Aktivierungsversuche dargestellt wurden. 

a) Enzymlésungen yon Trockenpriiparaten von 2 Tage auto- 
lysierter Niere. 

Enzymauslésung duBerst variierend. 5 cem Loésung (von 20 ¢ . 
Trockenpriparat und 200 ccm aq destilliert) gab eine Reaktionskonstante 
von 0,2—0,01 und Trockengewicht 15—100 mg pro 10cem. Elution mit 
NH, gibt die gréBten Trockengewichte. 


Enzym 10 cem (dialysiert). Trockengew. 0,048 g. 








Stunden | mg Mg,P,0, k : 
0,5 41,0 0,324 
Phos.-f = i atl 6,5 
1,0 69,2 0,311 0,048 > 
2.0 95,1 0,264 
ee) (135) _ 








Aluminiumhydratsorption: 


Sorption bei py = 5 mit 10 Vol.-°/,. 5°/,iger Al,O, und Elution mit 
Serensens sek. Na-Phosphatpuffer. Dialyse bei 0°. Enzym 10 cem., 
Trockengew. 50 cem = 0,030. 








Stunden | mg Mg,P,0, k 
- oP nin nee Ptrets - — omens ae — — - 0 120 
9° ) Pe wen 
1 33,0 0,122 Phos.-f = 0,006 ~ 20. 
7s ina Ausbeute: 89 °/,. 
3 69,8 0,106 
a (135) — 








Dieses Priparat ist das reinste bisher dargestellte. Ks 
gab folgende Reaktionen: Millon positiv, Molisch negativ 
oder iuBerst schwach positiv, Biuretreaktion undeutlich. 

8) Enzymlésungen von ‘Trockenpraiparaten aus 7 Tage 
autolysierter Niere. 


Die Lésungen haben ungefiahr dieselbe enzymatische Wirksamkeit 
wie die 2 Tage autolysierten. Trockengewichte im allgemeinen bedeutend 
gréBer. 50—150 mg pro 10 cem. 
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| and) 
ric 
or 


10 ccm Enzym: 0,1423 g. (Mit schwachem NH, dargestellt.) 





Stunden 


Sorption bei py = 4,5 mit 5°/,iger ‘Tonerde (30 com Enzym + 3 ceim 
Restlosung beinahe inaktiv. 


Sorbens). 





mg Mg,P,0, I: 
10,0 0,033 
Vhos.-f = 
34,2 0,036 108.-f 
08,0 0,035 
(135) — 





Aluminiumhydratsorption: 


Elution mit 
nach Waschen mit HAec von py, = 5 





Stunden 


Ausbeute also nahezu quantitativ. 





mg Mg,P,0, k 





21,0 0,036 

42,0 0,032 eal ie 
63,0 0,030 

(135) = 


nur verdreifacht. 


Kaolin sorbiert kein Enzym bei p,, tiber 7. Bei 7 wurde 
in einigen Fallen ziemlich viel inaktives Material sorbiert 
Unter p, =7 wird das Enzym dagegen gut | 
Elution leicht und vollstindig mit NH,. 


(etwa 30°/,). 


sorbiert. 


Sorptionsmittel. 
I. Kaolin. 


und Elution aber wenig selektiy. 


In jedem Versuch 10 cem Enzym+1 com 5°/, AI,O,. 


II. Tonerde. 
Abhiingigkeit von Aciditiit. 


verdiinnter NH, 


0,033 _ 
0,046 


Reinheitsgrad aber 


0.1423 ~ 4 


rr 4 


,6b. 





Sorption 





Knzym mit Phos.-f:1,7 und Trockengewicht 4,6 mg pro ccm. 





5 cem ohne Sorption 


5 , nach - 
D4 ” ’ 
D4 ” ” 
Dy ” ” 





Sorptions-py 





mg Mg,P,0, 








65,1 
61,0 
51,2 
23,1 

7,0 
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Elutionsmittel. 


NH, eluiert schwer. Nur bei ziemlich unreinen Loésungen 
und wenn kleine Mengen Sorbens verwendet werden, kann man 
NH, als Elutionsmittel benutzen, und es gibt dann oft quan- 
titative Aktivititsausbeute. Mit NH, wurden nie gréSere 
Reinigungen erreicht. 

Sekundéires Na-Phosphat eluiert immer. Nach der 
notwendigen Dialyse findet man im allgemeinen aber nur 
10—40°/, der Ursprungsaktivitat wieder. 

Borat und Glycerophosphat eluieren, erbieten aber 
keine Vorteile. Die Sorbate sind aktiv. 


Zusammenstellung erreichter Aktivititen. 











Enzym Phos.-f Rel. Reinheit 
TeGber Nierensaft. . . . «© » + 0,1—0,3 1—3 
Filtrierter, 2 Tage autol. Saft. . . 0,025 0,25 
a, ee So sel oe 0,06—0,08 0,6—0,8 
Enzymlésungen vom Trockenpriip. . 0,3—6 3—60 
Nach Tonerdesorption . ... . 5—2 50 -- 200 











Co-Zymase XV. 


Von 


Hans v. Euler und Karl Myrbiick. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholin ) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Juni 1928.) 


Uber die Fortsetzung unserer Versuche zur Reindar- 
stellung der Co-Zymase wollen wir im Anschlu8 an die vor- 
hergehenden, in dieser Zeitschrift veréfientlichten Arbeiten’), 
folgendes mitteilen. 

Bei den Versuchen gingen wir von einem bei niedriger 
Temperatur stark eingeengten Hefekochsaft aus. Dieser wurde 
in Kollodiumschliuchen gegen viel Wasser dialysiert und die | 
AuBenfliissigkeit zu den Fillungen angewandt. Die Dialyse | 
ist notwendig, weil bei Fallung der nicht dialysierten Lésung | 
mit den in Frage kommenden Reagenzien alle Niederschlige 
zum ‘l'eil kolloidal gelést bleiben. 

Die Priifung der gewonnenen Priparate geschah unter 
Anwendung einer ausgewaschenen Hefe, und zwar einer wirk- 
lich Co-zymase-freien. Uber die Herstellung dieser Apo-Zymase, 
sowle tiber die Anstellung der Girungsversuche ist neulich 
eine zusammenfassende Darstellung erschienen.’) 

Die Reinigungsversuche beginnen wir wie friiher mit 
einer doppelten Bleifaillung. Im ersten Niederschlag mit neu- 
tralem Bleiacetat ist wenig Co-Zymase. Das Filtrat wird mit 
Bleiacetat und Natronlauge gefillt. In den dabei entstehenden 
Niederschlag geht in den meisten Fillen die Hauptmenge der 
Co-Zymase, die dann mit H,SO, freigemacht werden kann. 
Bisweilen, besonders unter Anwendung alter Kochsifte, er- 
hielten wir nach dieser Methode recht schlechte Ausbeuten. 





") Co-Zymase I-—XIV, Diese Zs. Bd. 181—169 (1923—1927). 
*) Myrbick, Diese Zs. Bd. 177, S. 158 (1928). 
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Die Reinigung ist doch beinahe immer betrichtlich. Die 
schwefelsaure Co-Zymaselésung wird mit Hg(NO,),  gefillt, 
wobei durch Zugabe von NaOH dafiir gesorgt wird, daB die 
Reaktion nur miBig sauer bleibt. Der sorgfiltig mit Wasser 
ausgewaschene Niederschlag wird mit H,S zerlegt und dieses 
wird durch Durchleiten von Luft beseitigt. 

Die erste Reinigung kann auch in der folgenden Weise 
ausgefiihrt werden. Nach der ersten Fillung mit neutralem 
Bleiacetat wird das etwas bleihaltige Filtrat direkt mit Hg(NO,), 
ausgefiillt, der Niederschlag gewaschen und mit H,S zerlegt usw. 
Die so erhaltenen Lésungen besitzen gewéhnlich einen etwas 
geringeren Reinheitsgrad, die Ausbeute ist aber etwas besser. 

Die quecksilbergereinigten Lésungen werden gewodhnlich 
dann durch Silberfillung weiter gereinigt. Die aus dem Queck- 
silberniederschlag gewonnenen Lésungen sind ziemlich stark 
sauer. Versetzt man eine solche Lésung mit AgNO, bis zur 
vollstiindigen Fillung, so entsteht ein ziemlich groBer Nieder- 
schlag, der aber sehr wenig Co-Zymase enthalt. Das Filtrat 
wird so lange mit AgNO, versetzt, daB ein herausgenommener 
‘Tropfen mit Baryt eine braune Fiallung erzeugt. Die Liésung 
wird dann vorsichtig mit schwachem Ammoniak zur maximalen 
Fallung versetzt. Man gibt genau acht, da nicht zu viel 
Ammoniak zugesetzt wird, worin der Niederschlag sehr leicht 
léslich ist. Die Silberfallung wird mit Wasser ausgewaschen 
und mit H,S (nicht mit HCl) zersetzt. Die so gewonnenen 
Co-Zymaselésungen haben gewohnlich, in unseren Einheiten 
ausgedriickt, einen Reinheitsgrad von etwa ACo = 20000. 
Notigenfalls kann die doppelte Silberfallung wiederholt werden. 
Die aus dem Silber-NH,-Niederschlag gewonnenen Lésungen 
fallen wir mit Phosphorwolframsiiure in etwa 2°/, Schwefel- 
siiure vollstindig, und waschen den Niederschlag mit schwacher 
Schwefelsiiure aus, Wir konnten friiher aus den Phosphor- 
wolframatniederschligen nie einen wesentlichen Teil der Akti- 
vitit wiedergewinnen, was darauf beruht, daB die Co-Zymase 
bei der iiblichen Zersetzung mit Baryt inaktiviert oder an die 
Bariumsalze sorbiert wird. Es ist uns aber nunmehr gelungen, 
die Fiallung und Zersetzung des Niederschlages ohne wesent- 
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lichen Verlust an Aktivitiit auszufiihren. Wir reiben den 
Niederschlag mit sehr verdiinnter Salzsiiure zu einer diinnen 
Suspension an, und Schiitteln die Phosphorwolframsiiure nach 
van Slyke mit einem Gemisch von gleichen Teilen Ather 
und Amylalkohol aus, In einer kleinen Probe untersucht 
man durch Zugabe von Baryt im UberschuB, ob alle Phos- 
phorwolframsiure beseitigt ist. Durch einen Luftstrom treibt 
man dann den Ather und Amylalkohol weg. Eventuell wird 
eine doppelte Silberfaliung nochmals ausgefiihrt, sonst fiallt 
man direkt nach starkem Einengen im Vakuum die Lésung 
mit viel Alkohol oder Aceton aus. Die Aktivitit der in dieser 
Weise hergestellten vollkommen weiben Priiparate schwankt 
gewohnlich zwischen den Werten ACo = 30000 und 50000. 
Wie wir in unserer friiheren Arbeit!) iiber die Reinigung 
der Co-Zymase fanden, wird aus in der obigen Weise her- 
gestellten Praiparaten durch Pikrinsiure ein Pikrat gewonnen, 
das leicht in krystallinischer Form zu erhalten ist. Das Pikrat 
ist inaktiv, das Filtrat, das auch nach starkem Konzentrieren 
von Pikrinsiure nicht gefallt wird, enthalt die Co-Zymase. 
Das inaktive Pikrat krystallisiert aus heiBem Wasser in 
diinnen, zu Rosetten vereinigten Blittern. Es schmilzt bei 
183°. Die freie Base krystallisiert aus heiBem Wasser in 
stechapfelférmig vereinigten Nadeln. Nach mehrmaligem Um- 
krystallisieren steigt der Schmelzpunkt bis 209° (geringe Zer- 
setzung), Hs ist uns gelungen, die Substanz durch Hochvakuum- 
destillation zu reinigen. Bei etwa 0,004 mg Hg gibt die Substanz 
bei etwa 200° beinahe restlos ein schén krystallinisches, schnee- 
weiBes Sublimat. Der Schmelzpunkt verblieb 209°. Die Substanz 
gab eine deutliche Phloroglucinreaktion. Sie enthalt, wie man 
leicht mit der Bleiacetat—Alkaliprobe zeigen kann, viel Schwefel, 
Die gut iibereinstimmenden Analysen, fiir die wir auch hier 
Herrn Hofrat Prof. Dr. Pregl verbindlichst danken®), ergaben 


ee 





') Euleru. Myrbick,Co-Zymase XIV. Diese Zs. Bd. 169,S. 102(1927). 

*) Fiir die Ausfiihrung mehrerer Mikroanalysen sind wir den Herrn 
des Grazer Institutes Dr. Soltys und Dr. Verdino zu bestem Dank 
verpflichtet. Eine Reihe weiterer Analysen verdanken wir Herr 
Dr. A. Schoeller, Berlin. 
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die Formel C,,H,,N,O,S8. Es gelang uns, zu zeigen, daB } 
die von uns dargestellte Base mit einer schon friiher aus 

Hefe, obgleich in einer ganz anderen Weise gewonnenen Sub- 

stanz identisch ist, namlich mit der von Suzuki, Ohdake | 
und Mori?) aus alkoholischem Hefenextrakt isolierten Adeny]- 
thiomethyl-pentose. Uber die Herstellung und Reinigung 
der Substanz nach unserer Methode wollen wir in anderem 


Zusammenhang weiter berichten, es sei hier nur hervor- \ 
gehoben, daB die Identitiit unserer Substanz mit derjenigen der 
japanischen Forscher in mehreren Hinsichten bewiesen wurde, , 


durch Isolieren von Adeninsulfat nach der Hydrolyse usw. 

Nach der Beseitigung der Adenylthiomethylpentose, die ; 
wegen der relativ groBen Loéslichkeit des Pikrats nur schwer 
gelingt, lassen sich unsere Co-Zymasepriparate mit den von 
uns angewendeten Reagenzien nicht weiter zerlegen. LBeispiel: 
Das Priiparat 33 wurde in der oben geschilderten Weise her- 
gestellt und schlieBlich mit Aceton ausgefallt. Es hatte einen 
ACo-Wert 45000. Es gab weder mit AuCl,, noch mit ’ 
H,PtCl, Niederschlige. 0,5 g der Substanz wurden in etwa 4 
50 com Wasser gelést und mit einem Tropfen Schwefelsiure 
auf p,, = etwa 4 gebracht. Mit viel AgNO, gab diese Lisung 
nur einen winzigen Niederschlag. Das Filtrat wurde mit 
Baryt vollstindig gefillt. Die aus der Fallung erhaltene 
Lisung enthielt die ganze Aktivitit des Ausgangsmaterials und 
beinahe dasselbe ‘Trockengewicht. Der ACo-Wert war auf 
50000 gestiegen. Dieselbe Lésung 33 wurde mit Bleiacetat > 
versetzt und eine minimale Fiallung abfiltriert. Mit NaOH 
wurde eine Fiallung erhalten, die mit H,S zersetzt wurde. » 
Die Lésung enthielt alle Aktivitit und beinahe alles Trocken- 
gewicht. ACo = 57000. Eine nochmalige Fallung des Pri- 
parates mit Phosphorwolframsiure gab eine beinahe 100°/,ige \ 
Ausbeute von sowohl Aktivitit als Substanzmenge. 

Mit der oben beschriebenen Pikrinsiurefillung werden im 
allgemeinen etwa 30°/, der Trockensubstanz gefillt. Nach ; 





) U. Suzuki, Odakeu. Mori, Biochem. Zs. Bd. 154, S. 278 (1924). 
Suzuki u. Mori, Ebenda Bd, 162, S. 413 (1925). Odake, Jl. agrik. 
chem. soe. jap. Bd. 3, 8. 98 (1927). ) 
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Beseitigen der Pikrinsiiure aus den Filtraten erhalt man Pri- 
parate, deren Aktivitit beinahe immer in den Grenzen ACo= 
50000—85000 fallt. Mit unseren jetzigen Methoden scheint 
es uns nicht méglich, wesentlich héhere Aktivititen zu er- 
reichen. Die Schwankungen in den ACo-Werten unserer nach 
der oben beschriebenen Methode gereinigten Priiparate be- 
ruhen, soweit wir es verstehen kénnen, mehr auf der stiirkeren oder 
schwiicheren Inaktivierung der Co-Zymase wihrend der Reini- 
gung als auf dem Vorkommen wechselnder Mengen von Ver- 
unreinigungen, die mit der Co-Zymase nichts zu tun haben. 

Stiitzen fiir diese Auffassung liefern u. a. die unten anzu- 
fiihrenden Analysen. 

Wie in unserer XIV. Abhandlung iiber die Co-Zymase 
mitgeteilt wurde, enthalten die Co-Zymasepriparate im all- 
gemeinen etwas Schwefel. Die besten Priparate enthielten 
damals etwa 1,5°/, S. Die mit Pikrinsiure nicht oder in 
verdiinnter Liésung gereinigten Priiparate zeigen auch jetzt 
einen Schwefelgehalt von dieser GréBenordnung. Fiallt man 
aber alles mit Pikrinsiure iiberhaupt Fillbare sorgfaltig aus, 
so sinkt der Schwefelgehalt betrichtlich, wihrend der Rein- 
heitsgrad der Co-Zymase ansteigt. Wir sind nun durch 
unsere Kenntnisse iiber das Vorkommen der Adenylthiomethyl- 
pentose zu der Ansicht gekommen, daB der kleine Schwefel- 
gehalt der Priparate nur auf einem gréBeren oder kleineren 
Rest dieses Stoffes beruht. Sonst wire ja ein Schwefelgehalt 
der Co-Zymase aus dem Grunde nicht unwahrscheinlich, daB 
die Co-Zymase bei der Oxydoreduktion mitwirkt. Sehr reine 
Priparate zeigen einen Schwefelgehalt von nur etwa 0,3°/, 
(die Analysen verdanken wir teilweise Herrn cand. F. Nydahl). 

Uber den Stickstoffgehalt der Priparate ist folgendes an- 
zufiihren: Wie in der vorigen Abhandlung mitgeteilt wurde, 
enthalten die mit Blei und Quecksilber gereinigten Priparate 
gewohnlich etwa 15°/, N. Durch die Fiallung mit Kiesel- 
wolframsaure stieg der Stickstoffgehalt in einem Fall auf 24,4°/, 
(ACo = 30000). Auch nun finden wir, da8 mit der Phosphor- 
wolframsiurefillung der Stickstoffgehalt im allgemeinen steigt. 
Bei der doppelten Silberfillung und der Pikrinsiurefallung 
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nimmt er dagegen wieder, und zwar recht stark ab, so dab } 
unsere reinsten Priparate ziemlich iibereinstimmend etwa 14°/, 
Stickstoff enthalten. Beispiel: Kin in der gewéhnlichen Weise 
hergestelltes Priiparat von ACo = 27000 hatte 19°/, N (Kjel- 
dahl). Nach der weiteren Reinigung mit der Pikrinsiure usw. % 
hatte dasselbe Priiparat 13,9°/, N (,,Praparat 11“). Dieser 
kleine Stickstoffgehalt ist besonders interessant, da wir (vgl. 
unten) in anderer Weise gefunden haben, daB die Priparate 
groBe Mengen eines an Basen gebundenen Kohlenhydrates ent- 
halten. Die Stickstoffgehalte einiger Priiparate seien an- 
gefiihrt: 


-——-" 


Priiparat 11 ACo = 70000 13,9°/, N 
» 20 ACo=75000 14,0 
» 84 ACo=50000 14,4 
» 48 ACo = 58000 15,3 
» 70 ACo=50000 13,9 
» 712 ACo=170000 13,9 > 

Das reinste, von uns iiberhaupt gewonnene Priparat | 
(ACo = 83000), erhielten wir leider in so kleiner Menge, dab’ 
keine Analyse gemacht werden konnte. 

Wie wir schon friiher gefunden haben, geben auch die 
reinsten Co-Zymasepriparate die Phloroglucinreaktion, und 
zwar nimmt die Intensitit der Reaktion mit steigendem ACo- 
Wert zu. Die Reaktion kann natiirlich in keiner Weise als ~* 
fiir Pentosen spezifisch angesehen werden, auch ist sie, wie 
von verschiedenen Seiten hervorgehoben wurde, zur quantita- 
tiven Kohlehydratbestimmung durchaus ungeeignet. Schitzungs- 
weise konnten wir aber feststellen, daB unsere reinsten Prii- 
parate die charakteristische kirschrote Farbe wenigstens so 
stark gaben, wie die gleiche Menge Guanosin oder Adenosin. 

Mit Diazobenzolsulfosiiure geben alle Priparate in soda- 
alkalischer Lésung eine deutliche Rotfirbung. 

Da unsere reinsten Priparate auch aus unten anzufih- 
renden Griinden den Eindruck einer angeniherten Einheitlichkeit 
machen, haben wir in mancher Weise versucht, sie in kry-  } 
stallinischem Zustand zu gewinnen. Dies ist uns aber bisher 
nicht gelungen. Aus miiBig reinen Priiparaten (ACo etwa 30000) } 
konnten wir bisweilen bei vorsichtigem Kinengen nadelférmige 
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Krystalle gewinnen. Es zeigte sich aber in sémtlichen Fallen, 
daB sie aus Adenylthiomethylpentose bestanden. Unsere 
reinsten Priiparate geben beim freiwilligen Eindunsten ein 
hartes Glas, daB auch nach vier Monaten im Vakuum keine 
Neigung zur Krystallisation zeigte. Auch mit Sduren konnten 
wir keine krystallisierten Salze bekommen. Das Pikrat ist 
iuBerst leicht léslich. Wenn die Priparate in sehr verdiinnten 
Mineralsiiuren gelést und die Lésungen iiber Kali im Vakuum 
eingeengt wurden, bildete sich immer ein Sirup, der sich all- 
mihlich zersetzte. So wurde beim freiwilligen Verdunsten 
einer salzsauren Loésung ein dicker Sirup gewonnen, der beim 
Stehen ploétzlich unter starker Gasentwicklung in eine auf- 
gebliihte kasige Masse tiberging. 

Die reinsten Priparate zeigen keinen Schmelzpunkt. Beim 
Erwiirmen in der Capillare beginnt die Substanz sich bei etwa 
100° zu zersetzen. Dabei entsteht gewoéhnlich in geringen 
Mengen ein weiBes Sublimat. Bei etwas héherer Temperatur 
tritt die sehr schnelle Zersetzung unter Gasentwicklung ein. 
Die Substanz konnte nicht im Hochvakuum sublimiert werden. 
Bei etwa 110° wurde auch hier ein wenig Sublimat gewonnen. 
Sowohl dies als der Riickstand waren dann vollkommen inaktiv. 

Unsere Priiparate mit Aktivititen ACo = 70000 + 10000 
zeigen, auBer dem friiher besprochenen Stickstoffgehalt und 
dem wahrscheinlich von der Adenylthiomethylpentose _her- 
riihrenden Schwefelrest, einen Kohlenstoffgehalt yon etwa 40°/.. 
Beispiel: Priparat 48: 


N15, 


5,29, 15,45 °/, 
C 39,22, 39,27, 38,78°, 
H 5,40, 5,36, 5,00° 
S etwa 0,5°),. 


Die Priiparate haben also einen sehr hohen Sauerstofi- 
gehalt, was damit iibereinstimmt, daB sie viel Kohlehydrat 
enthalten. Die Priparate reduzieren alkalische Kupferlésung 
nicht, wohl aber nach Hydrolyse mit Saiuren. Vorversuche 
zeigten, daB durch einstiindige Hydrolyse mit 5°/, H,SO, oder 
HCl im Wasserbad, die Substanz in reduzierendes Kohle- 
hydrat und eine stickstoffhaltige, kohlenhydratfreie Substanz 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXVII. 17 
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gespalten wird. Aus dem sauren Hydrolysat kann die Base 
mit Silbersulfat gefallt werden, sie diirfte also ein Purinderivat 
sein. Sie gibt weder die Weidelsche, noch die Xanthin- 
reaktion. Die Base krystallisierte, wahrscheinlich wegen Ver- 
unreinigungen, nur undeutlich. Dagegen konnten wir ein 
Chlorid in millimetergroBen, stark glinzenden Krystallen er- 
halten. Die Analyse stimmte auf Adeninhydrochlorid recht 
gut. Das Chlorid wurde in das Pikrat umgewandelt. Dieses 
krystallisierte aus warmem Wasser auBerordentlich schén in 
pinself6rmig gruppierten diinnen Nadeln. Die im Vakuum- 
exsiccator getrocknete Substanz verlor bei 105° 4,8°/, Wasser, 
fir Adeninpikrat berechnet 4,72°/,. In der Capillare erhitzt, 
beginnt bei 260° eine schwache Verfirbung, bei 278° tritt 
Zersetzung ein. Die Analyse stimmt auf Adeninpikrat und 
die aus dem Pikrat gewonnene Base krystallisierte bei lang- 
samen Einengen in langen Nadeln. Die salzsaure Lésung 
der Base gab mit Goldchlorid unmittelbar Fallung. Es diirfte 
also bewiesen sein, daB die aus den aktivsten Co-Zymase- 
praparaten durch Hydrolyse gewonnene Base Adenin ist. Es 
ist zu bemerken, daB in mehreren Fallen Adeninchlorid oder 
-pikrat in einer Menge gewonnen wurden, die einen Gehalt 
der Co-Zymasepriparate an Adenin von iiber 20°/, zeigen. 
Nun haben die Co-Zymasepriparate, wie oben mitgeteilt wurde, 
einen Stickstofigehalt von rund 14°/,. Dies bedeutet, da8 
wenn nur Adenin als Base vorkommt, die Priiparate zu etwa 
27°/, aus Adenin bestehen. Da also die Ausbeuten an Adenin 
nach der Hydrolyse sich diesem Wert nihern, ist es wahr- 
scheinlich, daB die hochgereinigten Co-Zymasepriiparate zum 
allergréBten Teil aus einer Verbindung von Adenin mit einem 
kohlehydrathaltigen, stickstofffreien (oder wenigstens -armen) 
Komplex von dem approximativen Aquivalentgewicht 340 be- 
stehen. DaB Adenin als Base vorkommt, wurde auBerdem in 
folgender Weise wahrscheinlich gemacht. Das ,,Priparat 70* 
(vgl. oben) wurde nach van Slyke auf Aminostickstoff untersucht. 
72 mg der Substanz (10,0 mg Totalstickstoff) wurden im ge- 
wOhnlichen Apparat geschiittelt, und zwar 1 Stunde um die Voll- 
stindigkeit der Reaktion zu sichern. Nach Abzug des im Leer- 
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versuch wahrend derselben Zeit gebildeten Stickstoffes fanden 
wir 1,93 mg Aminostickstoff. Von dem Totalstickstoff sind 
also 19,3°/, als NH, vorhanden. Adenin hat bekanntlich }/, 
des Stickstoffes in Form von NH,. (Da in diesem Praparat 
etwas Adenylthiomethylpentose noch beigemischt war, verindert 
das Resultat natiirlich nicht.) 

Wenn also der Basenteil der Co-Zymasepriiparate zum 
groBten Teil aus Adenin besteht, so bleibt die schwierigere 
Frage iibrig, wie der stickstofffreie Teil des Molekiils zu- 
sammengesetzt ist. Die aktiven Praparate reduzieren nicht 
Kehlings Lésung, nach Hydrolyse und Fiallung der Basen- 
fraktion erhilt man aber ein reduzierendes Filtrat. Nach 
anderthalbstiindiger Hydrolyse mit 5°/, HCl erhielten wir in 
dieser Weise aus etwa 0,2 g Substanz eine Lésung, die nach 
der Shaffer-Hartmannschen Methode!) einen Znckergehalt 
von 90 mg (als Arabinose berechnet) zeigte. Etwa 45°/, des 
Praparates konnten also als reduzierender Zucker nachgewiesen 
werden. Da die Phloroglucinreaktion die Anwesenheit von Pen- 
tosen andeuten kann, wurden quantitative Pentosebestimmungen 
nach Youngburg und Pucher’)(Modifikation W.S. Hoffmann) 
ausgefiihrt.*) Das Praiparat 70 wurde untersucht: 











Substanzmenge Furfurol Pentose Pentose 
mg mg mg *0 
9,310 0,476 0,744 7,99 
9,240 0,470 0,735 7,95 
8,900 0,458 0,716 8,04 
6,610 0,352 0,550 8,32 











Die Pentosemengen sind in der Tabelle unkorrigiert an- 
gegeben. Bei der Analyse von Purinnucleotiden fand E. Jorpes*) 


1!) Pp. A. Shaffer u. A. F. Hartmann, Jl. of Biol. Chem. Bd. 45, 
S. 865 (1921). 

*) Youngburg u. Pucher, JJ. of Biol. Chem. Bd. 61, S. 741 (1924). 

°) Herrn Med. Dr. E. Jorpes, der die Pentosebestimmungen aus- 
gefiihrt hat, und phil. Mag. E. Brunius, der uns u. a. mit den 
Shaffer-Hartmannschen Bestimmungen geholfen hat, wollen wir 
auch hier unseren besten Dank sagen. 

*) E. Jorpes, Acta med. Scand. Bd. 68, 8. 253 u. 503 (1928). 
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den Korrektionsfaktor 1,12. Das Priiparat (ACo = 50000) 
enthielt etwas Adenylthiomethylpentose, was aber hier ohne 
Bedeutung ist, da diese bei der Bestimmung nach Young- 
burg und Pucher nur etwa 1,6°/, Furfurol gibt. Dieses Co- 
Zymasepriparat, das leider nicht zu den reinsten zahlt, ent- 
hielt auch Asche. Wenn man aber sowohl diese Asche (PQ,) als 
Adenylthiomethylpentose beriicksichtigt, wird der Pentosegehalt 
doch nicht iiber 15°/, steigen. Wir finden also, da die Summie 
Adenin + Pentose weniger als 50°/, des Priaparates ist. 
Dies bedeutet entweder, daB der stickstofffreie Teil des Mole- 
kiils aus Pentose nebst anderen Stoffen besteht, oder daB er 
ein Kohlenhydrat ist, das bei der Destillation nur geringe 
Ausbeute von Furfurol gibt. Den PO,-Gehalt der Priparate 
haben wir noch nicht quantitativ bestimmt, er ist aber ziemlich 
hoch. Es ist mit unseren Versuchsdaten wohl vereinbar, da8 
die Zusammensetzung der Priparate annihernd derjenigen 
eines Nucleotids entspricht. 

Wir kénnen also schlieBen: Unsere reinsten Co-Zymase- 
praparate bestehen zum gréBten Teil (90°/,) aus einem Stoff, 
der aus Adenin nebst einem stickstofffreien Rest vom Aquivalent- 
gewicht etwa 350 besteht. Aus diesem Rest gewinnt man bei 
der Séiuredestillation etwas Furfurol. Es sei hier unter allem 
Vorbehalt darauf hingewiesen, da man aus dem Obigen ein 
Molekulargewicht des Stoffes von etwa 480 berechnen kann (aus 
dem Stickstofigehalt). Bekanntlich haben wir durch freie Diffusion 
das Molekulargewicht der Co-Zymase zu etwa 486 bestimmt. 

Falls es sich zeigen wiirde, daB die Co-Zymase nicht mit 
dem oben beschriebenen nucleosid- bzw. nucleotidihnlichen Stoft 


identisch ist, miBten wir schlieBen, da& die Co-Zymase nur 
einen geringen Teil unserer reinsten Priiparate ausmacht. 
Kine Stiitze fiir die Annahme, da die Co-Zymase eine 


Art von Nucleosid- bzw. Nucleotidstruktur besitzt, ist méglicher- 
weise folgendes: In der 11. Abhandlung iiber Co-Zymase zeigten 
Myrbick und Nilsson, da8& Leber- und Nierenmaceration 
schnell die Co-Zymase inaktivieren. Kine Reihe enzymatisch 
einheitlicher KEnzympriiparate, wie Esterase, Trypsin usw. waren 
dagegen wirkungslos. Diese Untersuchung haben wir ein wenig 
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zu erganzen versucht. Das einzige, einigermaBen gereinigte 
Enzympraparat, daB die Co-Zymase inaktiviert, ist, soweit wir 
bisher gefunden haben, ein von Brunius aus Nieren her- 
gestelltes Nucleosidasepriiparat.'!) Dieses inaktivierte eine ge- 
reinigte Co-Zymase recht schnell. Gleichzeitig wurde auch 
reduzierender Zucker gebildet. Inwieweit diese zwei Erschei- 
nungen parallel gehen, wissen wir noch nicht. Das Enzym- 
priparat war anch nicht mit Sicherheit enzymatisch einheit- 
lich; es kann Nucleotidase enthalten haben. Mit einer Unter- 
suchung iiber diese Verhiltnisse sind wir beschiftigt. 

An dem oben beschriebenen Priparat 70 wurde eine Be- 
stimmung des Molekulargewichtes durch freie Diffusion vor- 
genommen. Sie ergab, wenn wir mit den Aktivititen der 
vier Schichten rechnen, den Wert 490, in bester Uberein- 
stimmung mit den friiher gefundenen Werten. Rechnen wir, 
statt mit der Aktivitit mit dem Trockengewicht der Schichten, 
erhalten wir einen etwas héheren Wert. Die Bestimmung der 
Trockengewichte ist doch wegen der leichten Zersetzlichkeit 
des Stoiies weniger genau. Wahrscheinlich ist doch, daB keine 
wesentlichen Mengen von Adenin, Adenosin oder anderen 
kleineren Molekiilen vorhanden sind. 


Anhang. 

Wir wollen schlieBlich in aller Kiirze einige Beobachtungen 
iiber die Stabilitit der Co-Zymase mitteilen. Wir wir schon 
iriiher dargelegt haben, besitzt die Co-Zymase gegen oxydie- 
rende Einfliisse eine erstaunliche Stabilitit. Weiter haben 
wir nun gefunden, daB Durchleiten eines starken Luftstromes 
bei 25° weder bei p, =4 noch =7 nach 24 Stunden eine schidi- 
gende Wirkung ausiibt. Permanganat ist in saurer Lisung 
bei Zimmertemperatur ohne Wirkung, bei p,, = § tritt mig- 
licherweise eine langsame Zerstirung ein. Wenn eine ge- 
reinigte Co-Zymaselésung mit dem gleichen Volumen ge- 
siittigten Bromwassers versetzt wurde, und die bromhaltige 
Lésung nach 15 Minuten zum Vertreiben des Broms bei 50° 
eingeengt wurde, blieb die Aktivitiit unbeeintiuBt. 


1) Svenska Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, 9 Nr. 40 (1927). — Bd. 60, 
S. 1584 (1927). 


























Uber die Kohlenhydratbestandteile der leicht hydrolysier- 
baren Hemicellulose von Fichte. 
Von 


Erik Hiigglund, F. W. Klingstedt, Truls Rosenqvist und Helmut Urban. 


(Aus dem Institut fiir Holzchemie der Akademie Abo, Finnland.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8. Juni 1928.) 


Wie der eine von uns an anderer Stelle ausfiihrlich aus- 
einandergesetzt hat'), ist es schwierig die Hemicellulose exakt 
zu definieren. E. Schulze bezeichnete mit Hemicellulose die- 
jenigen Kohlenhydrate der Zellwand, welche mit verdiinnten 
Mineralsiuren leichter als Cellulose hydrolysiert werden. Man 
hat tatsiichlich versucht, auf diese Weise die Hemicellulose in 
verschiedenen Holzarten abzutrennen und zu bestimmen.”) Es 
ist aber bekannt, daB unter den Bedingungen dieser Hydro- 
lyse, zB. Erhitzung unter Druck von ?/,—3'/, Atmosphiren 
wahrend 4—5 Stunden oder wihrend 15 Minuten mit 0,4°/,iger 
Schwefelsiure bei 7,5 Atmosphiren, die Cellulose nicht intakt 
bleibt, sondern ebenfalls z. T. verzuckert wird. Ferner ist es 
nicht gesagt, daB alle Kohlenhydrate, die zum Cellulosetei! 
nicht gehéren, aber mit der Cellulose die schwierige Hydro- 
lysierbarkeit gemeinsam haben, unter den angegebenen Be- 
dingungen herausgelést werden. So konnten Higglund und 
Klingstedt*) zeigen, daf Fichtenholz schwer hydrolysierbares 
Mannan enthalt. 

Ks ist also zuniichst notwendig dafiir zu sorgen, daB die 


') KE. Higglund, ,,Holzchemie“, Leipzig 1928, S. 62 ff. 

*) J. Konig u. E Becker, Zs. angew. Chem. Bd. 32, 8.155 (1919); 
E.C. Sherrard u. W.G. Blanco, Jl. Ind. Eng. Chem. Bd. 15, 8. 611 
(1923). 

5) , Holzchemie“, S. 78. 
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eigentliche Cellulose bei der Hydrolyse nicht angegriffen wird. 
Dies kann man durch starke Herabsetzung der Aciditaét durch 
Pufferung erreichen. Zweckmibig gelingt dies am besten durch 
Hydrolyse mit einer Lésung von Bisulfit in schwefliger Siure 
(,, Sulfitkochsaiure“) unter den Bedingungen der Sulfitzellstoff- 
kochung, vorausgesetzt, daB die Aciditét der Fliissigkeit nicht 
gewisse Grenzen iiberschreitet. Dies ist durch passenden 
Sulfitzusatz zu der Siure und durch Abbrechung der Kochung 
im geeigneten Moment zu erreichen. Diese Bedingungen werden 
bei der Kochung von sogenanntem ,hartem“ oder ,,festem“ 
Sulfitzellstoff im allgemeinen innegehalten. Die Kohlenhydrate, 
welche unter solchen Bedingungen hydrolysiert werden, stammen 
sicher nicht von der Cellulose. 

Wenn also in einer solchen ,,Sulfitablauge“ Glucose nach- 
gewiesen wird, so ist daraus zu schlieBen, daB andere glucose- 
liefernde Kohlenhydrate als Cellulose in dem untersuchten 
Material vorhanden sind. 

Was Fichtenholz betrifft, so ist gerade iiber diesen Punkt 
sehr viel gestritten worden. A. Krause!) und EK. Higglund?), 
welche den Sulfitablaugenzucker untersuchten, fanden keine 
Glucose, was wohl darauf zuriickzufiihren ist, daB der Nach- 
weis von Glucose durch gewisse Beimengungen anderer Zucker- 
arten oder Lignosulfonsiure gestért wird. P. Klason’) gibt 
in einer spiteren Untersuchung an, daf der Glucosegehalt des 
Sulfitablaugenzuckers nicht weniger als 49,4°/, betriigt. Ist 
der Glucosegehalt wirklich so groB, so ist es immerhin selt- 
sam, daB die Anwesenheit dieser Zuckerart nicht schon friiher 
festgestellt werden konnte. A. W. Schorger*) meint, daB es 
noch nicht nachgewiesen ist, daB Holz eine Hemicellulose ent- 
halt, die bei der Hydrolyse Glucose gibt. 

Um die Glucose in Mischung mit anderen Zuckerarten 
nachzuweisen, gibt es nur eine Methode, die brauchbar ist und 
zwar die Zuckersiurereaktion. Es ist aber zu beachten, daf 


1) Chem. Industrie Bd. 29, 8. 217 (1903). 

*) Biochem. Zs. Bd. 70, S. 416 (1915). 

*) Skogsvardsféreningens Tidskrift Bd. 13, S. 224 (1915). 

*) ,,Chemistry of Cellulose and Wood‘ New York 1926, S. 163. 
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Glucuronsiure unter denselben Bedingungen ebenfalls Zucker- 
siure gibt. Da8 Glucuronsaéure in Holzarten, u. a. auch in 
Fichtenholz, vorkommt, wird kiirzlich yon E. Schmidt und 
Mitarbeitern') angenommen und zwar soll sie in recht be- 
triichtlichen Mengen vorhanden sein. Einwandfrei nachgewiesen 
wurde sie aber nicht. Es ist auf Grund des angefihrten un- 
sicher, wie es sich mit dem Glucangehalt der Hemicellulose 
verhilt. 

Diese Fragestellung bildete den Ausgangspunkt fiir die 
vorliegende Untersuchung. Im Laufe derselben wurden auch 
in anderer Richtung neue Befunde gemacht, woriiber hier be- 
richtet werden soll. 

Um die Zuckerarten der Sulfitablauge qualitativ und 
quantitativ zu bestimmen, ist es notwendig, die Ligninsub- 
stanzen mdglichst vollstindig zu entfernen. Klason fand, daB 
dies durch Ausfaillung mit Naphthylaminsalzen besser als mit 
Alkohol geschieht. Immerhin ist aber die Frage in diesem 
Zusammenhang berechtigt, ob wirklich alle Lignosulfonsiure 
mit Naphthylamin ausgefallt werden kann. Theoretisch wire 
dies kaum zu erwarten, denn nach Klason ist ein Teil des 
Lignins — das sogenannte §-Lignin — mit Amin nicht fallbar. 
Im Fichtenholz wire nach ihm nicht weniger als ein Drittel 
des Gesamtlignins als f#-Lignin vyorhanden.*) Legt man 
Klasons Formel fiir die Naphthylaminverbindung des «-Lig- 
nins zugrunde, so errechnet sich eine Ligninmenge in der 
Naphthylaminfallung von rund 22°/, statt etwa 19°)..5) Dem- 
nach hitte man zu erwarten, daB 5°/, Lignin im Zucker ver- 
bleiben, da der Ligningehalt, bezogen auf nicht extrahiertes 
Holz, etwa 27°/, betrigt. 

Dorée und Hall*) behaupten, daB es ihnen gelungen 
sei, 96°/, der Lignosulfonsiiure auszufallen. Diese Lignosulfon- 
siiure wurde durch Dialyse von Sulfitablauge gewonnen. Wir 
haben gefunden, da bei dieser Arbeitsweise recht viel Lignin 


1) E. Schmidt, Meinel u. Zintl, Chem. Ber. Bd. 60, 8. 503 (1927). 
*) Chem. Ber. Bd. 56, S. 300 (1928); Bd. 61, S. 614 (1928). 

*) Higglund, Biochem. Zs. Bd. 158, 5. 350 (1925). 

*) Cellulosechemie Bd. 5, S. 71 (1924). 
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t den Zuckern verschwindet, wodurch die Abweichung von 
unseren friiheren Resultaten, sowie von denjenigen von Klason 
zu erkliren ist. 

Wir haben diese Sache nochmals untersucht un 
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dab ein Teil des Lignins in der Zuckerlésung sastichbaile. 
Unter der Voraussetzung, daB dieses Lignin 15°), Methoxyl 
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Ist der Methoxylgehalt nur halb so groB, wie Klason? kiirz- 
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lich festgestelit — Si 
im Zucker zuriick. 
Nehmen wir an, dab im Zelistoti 2°. des Lignins ver- 
bleiben, so wiren also etwa 10°. “der Lig: iosulfonsaure der 
Sulfitablauge nicht fallbar. Diese Lignosulfonsiure wird von 
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aktiver Kohle adsorbiert. so da8 bei der Reinigung der Zucker- 
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fanden in Ubereinstimmung mit Rinios ¢-Naphthylaminsultat 
fiir diesen Zweck am besten geeignet — haben wir bei d 

untersuchten Ablaugen eine starke Abnahme des Reduktions- 
vermégens der Lésung festgestellt. DaB dies darauf beruhen 
sollte, daB Zucker aus der Liésung in diesem Mate ver- 
schwindet, ist nicht anzunehmen, da die Fallung griindlich 
2usgewaschen wurde. Die Abnahme der Reduktion betrug 
curehschnitthich 25°. Wir vermuten einstweilen, daB der 


i 


Riickgang des Reduktionsvermégens darauf beruht, daB die aus- 
gefallten Stoffe reduzierende Eigenschatten besitzen. Dues ist 


von groBem Interesse, weil es darauf hindeutet, dab ein Teil 
der Lignosulfonsiiuren der Sulfitablauge reduzierende Etgen- 
schaften besitzt*) Da die durch paler gewonnene 
Lignosulfonsiiure, die nur einen verhiltuismabig geringen Teil 
des Gesamtlignins ausmacht, eine kleine Kupterzahl — etwa 3 — 
esitzt, ist anzunehmen, daB der nicht aussalzbare Anteil 


—) 


wesentlich stirker reduziert. 
Nachdem es gelungen war das Lignin durch Ausfillung 


1) a. a. 0. 
*) Vgl. dagegen M. Hénig u. W. Fuchs, Chem. Ber. Bd. 60, 
S. 782 (1927). 
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mit «-Naphthylamin und nachfolgender Behandlung der Zucker- 
lésung mit aktiver Kohle (Carboraffin) vom Zucker praktisch 

| vollstiindig abzutrennen, gingen wir zu einer niiheren Unter- 

| suchung der Zuckerarten iiber. 

| Was zunichst den Nachweis von Glucose betrifft, so 
zeigte es sich nicht méglich, in der von Lignin befreiten 
Zuckerlésung Glucose direkt als Zuckersiiure nachzuweisen. 
Wir bekamen erst ein positives Resultat, nachdem wir die 
vorhandene Mannose als Hydrazon ausgefallt und die in dem 
Filtrat vorhandenen anderen Zucker mit Benzaldehyd in be- 
kannter Weise aus ihren Hydrazonen regeneriert hatten. Diese 
mannosefreie Lésung gab bei der Oxydation Zuckersiure. Es 
war aber dadurch nicht einwandfrei bewiesen, daB diese Sdure 
aus Glucose entstanden war; man kénnte auch an Glucuron- 
siure denken. Um jeden Zweifel dariiber auszuschalten, ver- 
fuhren wir in folgender Weise. 

Nach Abtrennung der Hauptmenge der Lignosulfonsiure 
mit «-Naphthyaminsulfat wurde die Zuckerlésung hydrolysiert, 
um méoglichst alle Dextrine in einfache Zuckerarten zu zer- 
legen. Dann wurde die Lisung eingeengt, mit Calciumcarbonat 
neutralisiert und abgeschiedener Gips abfiltriert. Darauf wurde 
die Lésung mit Alkohol versetzt, bis die Alkoholkonzentration 
etwa 80 Vol.-°/, betrug. Dadurch war es méglich, die ein- 
fachen Zuckerarten yon den Calciumsalzen der noch zuriick- 
bleibenden Lignosulfonsiiure und anderer Siiuren zu trennen. 
In der eigentlichen Zuckerlésung blieben auf diese Weise nur 
sehr geringe Mengen methoxylhaltiger Substanz zuriick. Die 
Abscheidung der Mannose als Phenylhydrazon kann zweck- 
miBig in alkoholischer Lisung vorgenommen werden, wobei 
sehr reines Mannosephenylhydrazon erhalten wird. Reines 
Hydrazon kann man auch in wibriger Lésung bekommen. Die 
in Lésung gebliebenen Phenylhydrazone wurden mit Benzaldehyd 
behandelt und die Zucker regeneriert. Diese Lésung gab 
keine Naphthoresorcinreaktion. Darin war also weder Glucuron- 
noch Galakturonsiiure anwesend. Auf Glucose wurde dagegen 
mit positivem Ergebnis gepriift. 

Die Zuckersiiurereaktion auf Glucose wurde nach der 
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Originalvorschrift von R. Gans und B. Tollens?) ausgefiihrt. 
Zuckersiure wurde nachgewiesen. DaB es gelang, p-Brom- 
phenylglucosazon darzustellen, kann als einwandfreier Beweis 
fiir die Anwesenheit von Glucose nicht angesehen werden, da 
auch Fructcse im Zucker, wenn auch in geringen Mengen, 
vorkommt. Was die Glucosemenge betrifit, so ist es aus 
unseren Versuchen nicht mdglich, ganz exakte Angaben zu 
machen. Auf Grund der Drehwerte der Lésungen kommt man 
zu einem Wert von rund 20°/, des Gesamtzuckers. Ungefihr 
von derselben GréBenordnung ist der Gehalt an Pentosen, 
wahrend Mannose in mehr als doppelt so groBer Menge vor- 
kommt, rund 43°/, des Zuckers. In geringerer Menge kommt 
Galaktose vor, etwa 4,5°/, des Zuckers. Fructose konnte 
qualitativ durch die Reaktion von Pinoff?) nachgewiesen 
werden. Durch die colorimetrische Vergleichsbestimmung erga) 
sich die Menge zu etwa 4°), des Zuckers. 

Zu den furfurolgebenden Stoffen der Sulfitablauge gehort, 
wie wir festgestellt haben, auch Galakturonsiure. Bei der 
Trennung der Bestandteile der Zuckerlésung in der beschrie- 
benen Weise mit Alkohol, fallt das Ca-Salz der Galakturon- 
siure aus. Wie wir gefunden haben, sind nur geringe Mengen 
dieser Siure vorhanden. Die Menge betriigt etwa 3°), des 
Gresamtzuckers. 

Nach F. Ehrlich’) kommt die Galakturonsiure weitver- 
breitet in der Pflanzenwelt vor und ist nach seinen Unter- 
suchungen ein konstitutioneller Bestandteil des Pektins. 
E. Schmidt, W. Haag und L. Sperling‘) glauben auf Grund 
ihrer Versuche mit Buchenholz scblieBen zu kénnen, dab die 
Galakturonsiiure die Bindung von Hemicellulosen mit dem 
Membranbestandteil vermittelt. Ein eindeutiger Nachweis you 
Galakturonsiiure in Hélzern hegt allerdings bis jetzt noch 
nicht vor. Wohl wurde mehrfach in der Literatur auf das 


') Liebigs Ann. der Chem. Bd. 249, 8. 219 (1888). 

2) Chem. Ber. Bd. 38, 8. 3308 (1995.) 

8) Chem. Ztg. Bd. 41, S.197 (1917); Zs. angew. Chem. Bd. 40, S. 1305 
(1927). 

4) Chem. Ber. Bd. 58, 8. 1394 (1925). 
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Vorkommen von Glucuronsiure im Holz hingewiesen'), wie 
weit es sich aber in diesen Fallen eventuell auch um Galak- 
turonsiure handelt, ist aus den Versuchen nicht ganz klar 
ersichtlich. 

Ks ist vielfach vermutet worden, daB der mit verdiinnter 
Natronlauge aus Holz gewonnene Methylalkohol aus Pektin- 
stofien herrihrt.2) Aber das ,,Holzpektin“ wurde nicht ge- 
funden.*) Unter der Voraussetzung, daB die von uns gefundene 
Galakturonsiure zu demselben Betrag aus dem Pektin ent- 
steht, wie Ehrlich fiir Riibenpektin nachgewiesen hat, ware 
zu folgern, dab das Fichtenholz etwa 0,7°/, Pektin enthalten 
wiirde. Wir hitten allerdings, wenn das Fichtenholzpektin in 
derselben Weise hydrolytisch gespalten wird wie das Riiben- 
pektin, wesentlich weniger Methylalkohol zu erwarten, als tat- 
siichlich bei der Verseifung mit Alkali nach von Fellenberg 
entsteht. Es ist aber durchaus nicht gesagt, daB das Pektin 
des Fichtenholzes mit anderen Pektinsubstanzen identisch ist. 


Ob neben Galakturonsiiure auch Glucuronsi&iure unter 
den Hydrolysenprodukten des Fichtenholzes vorkommt kann 
zurzeit nicht beantwortet werden. 


Uber die Zusammensetzung der Pentosen besteht noch 
Unsicherheit; wir hoffen aber dariiber in einer spiiteren Unter- 
suchung niheres mitteilen zu kénnen, Autfallenderweise zeigte 
die fertig vergorene Zuckerlésung, die also nur Pentosen ent- 
halten sollte, eine sehr starke Rechtsdrehung, die bei + 70° 
lag. Durch Hydrolyse mit Siure ging wohl die Drehung 
etwas zuriick, blieb aber immer noch so groB, dab es aus- 


YI. Mareusson, Zs. angew. Chem. Bd. 89, S. 898 (1926); 
E. Schmidt, K. Meinel u. E. Zintl, Chem. Ber. Bd. 60, 8. 503 (1927) 
geben an, daB bis zu 10°/, Glucuronsiiure im Tannenholz vorkommen; 
A.W. Schorger u. D. F. Smith, Jl. Ind. Eng. Chem. Bd. 8, 8S. 494 
(1916) fanden bei der Untersuchung des Galaktangehaltes von einer 
amerikanischen Liirehe ein Galaktan, das frei von sonstigen Zuckern, 
6,18°/, Furfurol lieferte. Vielleicht handelt es sich hier teilweise um 
Galakturonsiiure. 

*) Vel. v. Fellenberg, Biochem. Zs, Bd. 85, 8. 45 (1918). 

*) Ritter, Jl. Ind. Eng. Chem. Bd. 17, 8. 1194 (1928). 
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sieht, als ob neben Xylose, welche Zuckerart im Fichtenholz 
tatsiichlich vorkommt?, auch Arabinose vorhanden sei. 


Experimentelles. 


Als Ausgangsmaterial fiir die vorliegenden Untersuchungen 
diente Sulfitablauge von Kochungen von sogenanntem ,,harten* 
Sulfitzellstoff. Es wurden teils technische Ablaugen von der 
Sulfitzellstoffabrik Lielahti (Finnland) verwendet, teils wurden 
die Ablaugen durch Kochungen im Laboratorium selbst her- 
gestellt, um die erzielten Resultate genau kontrollieren zu 
kénnen. 

Wir schildern nun an Hand eines Beispiels den Gang 
der Untersuchung, wie wir ihn auch spiter bei den anderen 
Versuchen beibehielten. 


Versuch 1 (techn. Lauge’. 

4 Liter Lauge, entspr. 800 g Holz, wurden durch Filtration 
von Cellulosefasern befreit, auf dem Wasserbad eingeengt und 
heiB mit reiner Kreide neutralisiert. Der Niederschlag wurde 
nach dem Erkalten abfiltriert. Die klare Liésung wurde nun 
mit Schwefelsiiure schwach angesiiuert, der ausgefallene Gips 
abfiltriert und dann heiB mit iiberschiissiger Lésung von e«- 
Naphthylaminsulfat gefillt. Die Ausfillung wurde auf dem 
Wasserbade vorgenommen und dauerte einige Stunden. 

Nach dem Erkalten wurde der nun spréde gewordene 
Niederschlag fein zerrieben, abfiltriert und einige Male mit 
wenig Wasser ausgewaschen. Das Waschwasser wurde mit 
dem Filtrate vereinigt. 

Die Fallung gab bei der Destillation mit Salzsiiure nach 
Tollens keinen Formaldehyd oder sonstige Produkte, die sich 
mit Barbitursiiure kondensieren. 

Das Filtrat wurde zweimal mit wenig aktiver Kohle — 
Carboraffin® — behandelt, um noch in Lésung betindliches 
e-Naphthylamin zuriickzuhalten und dann im Vakuum auf 





) Vgl. Hiigglund u. Klingstedt, Cellulosechemie Bd. 5, 8. 57 


(1924), 
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1/, Liter eingedampft. Das in Lésung befindliche Lignin wurde 
durch Bestimmung der Methoxylzahl ermittelt. 2 ccm der 
eingeengten Liésung wurden im Zeisel-Kolben zur Trockne 
eingedampft und mit Jodwasserstoffsiure in bekannter Weise 
behandelt. Wir erhielten 0,0173 g AgJ. Wenn der Methoxyl- 
gehalt des Lignins zu 15°/, gerechnet wird, befanden sich also 
noch 38,1 g Lignin in Lésung. Auf das Holz bezogen waren 
also noch 4,76 °/, gelést. Dieser Wert ist, wie wir noch spiter 
sehen werden, kleinen Schwankungen unterworien. 

Das auf ?/, Liter eingedampfte Filtrat von der w-Naphthyl- 
aminfillung wurde mit 20 ccm konz. Schwefelsiiture versetzt 
(spez, Gew. 1,84), noch etwas ausfallender Gips abfiltriert und 
21/, Stunden gekocht, um alle vorhandenen Kohlenhydrate in 
der Lisung in einfache Zuckerarten tiberzufiihren. Die Lésung 
wurde dann mit Carboraffin entfarbt und daraufhin so lange im 
Vakuum, unter fortwaihrendem Ersatz der verdampfenden 
Flissigkeitsmenge durch Wasser, abgedampft, bis das Destillat 
nicht mehr sauer reagierte. Auf diese Weise kénnen die 
fliichtigen Saiuren, die bei der spiteren Untersuchung stéren, 
entfernt werden. Hierauf wurde die so behandelte Lésung mit 
Kreide neutralisiert und filtriert. Das Filtrat, 400 ccm, wurde 
allmihlich mit 1600 ccm Alkohol versetzt, wobei ein Teil des 
Gelésten als Sirup abgeschieden wurde. Das, was in Loésung 
blieb, besteht aus einfachen Zuckerarten und wurde zunichst 
untersucht. 


Untersuchung der Zuckerarten. 


Der Alkohol wurde unter Wasserzusatz eingedampft und 
die Lésung auf 300 ccm gebracht. Dann wurde die Lésung 
in der iiblichen Weise auf ihren Methoxylgehalt gepriift, um 
festzustellen, ob noch Ligninreste vorhanden waren. Es ergab 
sich ein Ligningehalt von 2,5 g, entsprechend 0,3 °/, des Holz- 
gewichtes. Die geringe Ligninmenge stért die Zuckerbestim- 
mungen nicht. In dieser Fraktion waren ferner nur kleine 
Mengen von Salzen vorhanden, der Aschengehalt als Ca_be- 
rechnet betrug 1,7°/,. Die Naphthoresorcin-Reaktion nach 
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C. Neuberg und 8. Saneyoshi?) auf die Glucuronsiuregruppe 
ergab ein negatives Resultat. 

Vor der Priifung auf Glucose wurde die Mannose aus- 
gefillt. Wir verfuhren folgendermaBen: 


150 ccm Lésung, entsprechend 26,2 g reduzierendem Zucker, 
wurden mit 26g Phenylhydrazin und 41,6 g Essigsiiure von 
25 °/,, sowie 156 g Alkohol von 96°), versetzt und bei Zimmer- 
temperatur einen Tag stehen gelassen.?) Das ausgeschiedene 
Mannosephenylhydrazon wurde abfiltriert und mit 50°/, Alkohol, 
Aceton und Ather gewaschen. Das Priiparat hatte bei schnellem 
Erhitzen einen Schmelzpunkt von 195°, war also vdllig rein. 

Die Regeneration der nicht ausgefillten Zuckerarten ge- 
schah nach der Methode von Herzfeld und de Witt’) mit 
Benzaldehyd. Zu dem Filtrat wurden 24 ccm reiner Benz- 
aldehyd zugegeben, bei Zimmertemperatur mehrere Stunden 
stehen gelassen, worauf die Fillung abfiltriert und dann das 
Filtrat noch 4 Stunden auf dem kochenden Wasserbade be- 
handelt wurde. Nun wurde erneut filtriert und dann mehrfach 
mit Ather ausgeschiittelt. Hierauf wurde mit Essigsiiure an- 
gesaiuert, entfiirbt und eingeengt. Zwecks Sterilisation wurden 
einige Tropfen Toluol zugefiigt. 

Nachdem, wie zu erwarten, in dieser Lisung die Probe 
auf die Glucuronsiiuregruppe negativ ausgefallen war, wurde 


die Zuckersiure-Reaktion nach R. Gans und B. Tollens* 
durchgefiihrt. 


60 ccm Lésung, entsprechend 2,67 g reduzierendem Zucker, 
wurden nach dem Eindampfen mit 15 ccm Salpetersiure (1,15) 
oxydiert und ergaben 0,132 g reines Silbersalz mit 50,3°/, Ag. 
Da der theoretische Wert 50,86°/, Ag verlangt und die Ab- 
wesenheit von Glucuronsiiure nachgewiesen worden war, ist 
hiermit exakt der Beweis geliefert, daB Glucose bzw. Glucan 


1) Biochem. Zs. Bd. 36, 8. 56 (1911). 

*) Vel. E. Higglund u. F. W. Klingstedt, Cellulosechemie Bd. 5, 
S. GO (1924). 

8) Chem. Ber. Bd. 28, S. 442 (1895). 

4) Liebigs Aun. der Chem. Bd, 249, 8. 219 (1888). 
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in der leicht hydrolysierbaren Hemicellulose von Fichte vor- 
kommt. 

Wir versuchten ferner zur weiteren Charakterisierung das 
Bromphenylglucosazon darzustellen. 30 cem Lésung, ent- 
sprechend 1,34 g reduzierendem Zucker, wurden mit 4 g p- 
Bromphenylhydrazin versetzt und Essigsiure bis zur klaren 
Lésung zugegeben. Dann wurde eine Stunde auf dem Wasser- 
bade erwirmt. Es schied sich ein Osazon ab, das nach dem 
Auswaschen mit verdiinnter Essigsiure und 50°/, Alkohol 
schén heligelb wurde und sich nur schwer in 90°/) Alkohol 
beim Erwirmen liste. Nach der Umkrystallisation aus heiBem 
Alkohol hatte es einen Schmelzpunkt von 204° 

Da in der Lésung auch Fructose vorkommt, so ist die 
Entstehung des Bromphenylglucosazons allein natiirlich kein 
eindeutiger Beweis fiir das Vorhandensein von Glucose. 

Die Priifung auf Fructose nach E. Pinoff!) ergab ein 
positives Resultat. 

Auf Grund der colorimetrischen Vergleichspriifung mit 
bekannten Lésungen gelangt man hier zu einem Wert yon 
4°/, Fructose im Gesamtzucker. 

Untersuchung des in 80°/,igem Alkohol unléslichen 

Rickstandes. 

Der unlésliche, sirupartige Riickstand wurde noch zweimal 
mit 80°/,igem Alkohol ausgezogen, um ihn vollkommen zucker- 
frei zu machen. Er reduzierte schwach Fehlingsche Lésung, 
gab eine geringe Fiillung nach der Tollens-Destillation mit 
Barbitursiure, enthielt Methoxyl, Schwefel und Kalk. Die 
Naphthoresorcinreaktion fiel stark positiv aus. Da die vor- 
liegenden Befunde darauf hindeuten, daS ein mit Lignin ver- 
unreinigtes Kalksalz einer Siure der Glucuronsiuregruppe 
vorlag, so wurde versucht, die Siiure reiu darzustellen durch 
Ausfillung des Kalkes mit Oxalsiiure. Es gelang aber nicht, 
auf diesem Wege ein reines Produkt zu erhalten. Die Oxy- 
dation des durch Zusatz von Ammoniumoxalat kalkfrei ge- 
machten Sirups nach B. Tollens und W. H. Kent?) mi 


') Chem. Ber. Bd. 38, 8. 8308 (1905). 
*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 282, 8. 186 (1888). 
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Salpetersdure (d: 1,15) (Schleimsiiurereaktion auf Galaktose und 
Galakturonsiure) lieferte Schleimsaiure, die wir durch Ver- 
wandlung in das Thalliumsalz genau charakterisieren konnten. 
Da der Sirup von einfachen Zuckerarten vollkommen befreit 
war und also Galaktose nicht mehr vorliegen konnte, so kann 
die gebildete Schleimsaure nur von Galakturonsiure stammen. 
Ob neben dieser Séiure auch noch Glucuronsiure in dem er- 
wihnten Sirup vorliegt, kann einstweilen nicht mit Bestimmt- 
heit gesagt werden. 

Um festzustellen, welche Pentosen in der Zuckerliésung 
vorlagen, wurde dieselbe mit getrockneter Biackereiprebhefe 
versetzt und bei 32° vergoren. Die vergorene Liésung zeigte 
nach der Reinigung iiber Kohle eine starke Rechtsdrehung, die 
bei [¢], =+ 70° lag. Nach Istiindiger Hydrolyse mit 2°/,- 
iger Schwefelsiure betrug die Drehung noch [¢],, = + 58°. 

Nach dem Drehwert zu schlieBen, liegt neben AXylose auch 
noch die stark rechtsdrehende Arabinose vor. 


Versuch 2. (Laboratoriumskochung.,) 

Um die vorliegenden Befunde zu kontrollieren und genau 
auf die entsprechende Holzmenge berechnen zu kénnen, wurde 
eine Sulfitzellstoffkochung im Laboratorium vorgenommen. 

330 g lufttrockenes entsprechend 299,1 g absolut trocke- 
nem Fichtenholz von einem 110jihrigen Stamm wurden in 
10 Bombenréhren nach der friiher im hiesigen Institute an- 
gewendeten Kochkurve mit einer Kochsiiure von 4,13°/, ges. 
SO, und 0,613°/, CaO 15 Stunden lang unter langsamer 
Bewegung der Rohren gekocht. Die Zellstoffausbeute betrug 
90,7°/, mit einem Ligningehalt von 5,86°/,. Die Ablauge 
wurde in der im Versuch 1 angegebenen Weise autgearbeitet. 

Vor der a«-Naphthylaminausfiillung enthielt die Ablauge 
18,63°/, reduzierende Substanzen, auf Holz gerechnet, nach 
der Fallung noch 14,21°/,. — Der Verlust an reduzierender 
Substanz, 23,8°/,, ist wohl zum groBen Teil darauf zuriick- 
zufiihren, daB das ausgefillte Lignin reduzierende Kigenschaften 
besaB. Da wir mehrfach die Beobachtung machten, daB das 
aus dem Reduktionswert errechnete Zuckergewicht nicht ganz 
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mit dem wahren Gewicht ibereinstimmt, so legten wir das 
Trockengewicht des in 80°/,igem Alkohol aufgenommenen 
Zuckers unseren Berechnungen zugrunde; wir vernachlissigten 
dabei, da auch die alkoholische Zuckerlésung noch geringe 
Salz- und Ligninbestandteile enthalt. Es entsprechen also 
dem Reduktionswert von 14,21°/,:18,0°/, Trockenzucker. 


I. Bestimmungen in der gereinigten waBrigen Losung vor der 
Aufnahme in Alkohol. 


1. 50 ccm Lésung entsprechend 4,76 g Trockenzucker 
gaben 3,059 g Mannosephenylhydrazon entsprechend 2,018 g 
Mannose oder 42,3°/, Mannose. 

2. 10 ccm Lésung entsprechend 0,953 g Trockenzucker 
lieferten nach Tollens 0,143 g Pentosan bei der Fallung mit 
Barbitursiure, das sind 17,02°/, Pentosen. 

3. 100 ccm Lésung entsprechend 9,50 g Trockenzucker 
wurden auf dem Wasserbade eingedampft, dann mit 90 ccm 
Salpetersiure von der Dichte 1,15 versetzt und langsam bis 
auf ein Drittel eingeengt. Die hellbraune Lésung wurde mit 
20 ccm Wasser versetzt und 24 Stunden stehen gelassen. Die 
ausgeschiedene Schleimsiure, die durch etwas Kalk verunreinigt 
war, wurde in verdiinntem Ammoniak geldst, filtriert und dann 
mit wenig Salzsiure angesiueit. Nach 3 Stunden wurden die 
reinen Schleimsiurekrystalle abfiltriert und gewogen. Ausbeute: 
0,5247 g Schleimsiiure entsprechend 0,700 g Galaktose oder 
7,37°/, Galaktose + Galakturonsdure. 


II. Bestimmungen in der alkoholischen Zuckerlésung. 


1. 1,77 g Trockenzucker gaben 1,1493 g Mannosepheny]- 
hydrazon, entsprechend 0,758 g Mannose oder 


42,8°/, Mannose. 
2. 0,491 g Trockenzucker lieferten 0,0743 g Pentosan oder 
17,2°/, Pentosen. 


III. Untersuchung des in Alkohol unldslichen Riuckstandes. 


1. Die Naphthoresorcinreaktion fiel stark positiv aus. 
2. Der zweimal mit 80°/,igem Alkohol ausgezogene Riick- 
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stand lieferte bei der Tollens-Destillation Furfurol und zwar 
entsprachen dem alkoholunléslichen Riickstand von 14,25 g 
Zucker 0,1743 g Pentosen oder 1,22°/, Pentosen bzw. 3,23°/, 
Galakturonsdure. 


IV. Ligninbestimmungen. 
1. Zellstoff: 


0,4426 g absolut trockener Zellstoff gaben 0,0295¢ AgJ 
entsprechend 0,8808°/, Methoxyl oder 5,86°/, Lignin; dies 
entspricht 2,9°/, des Holzgewichts. 

2. Lésung nach der a-Naphthylaminbehandlung: 

5 cem gaben 0,0408 g AgJ in 1 Liter = 7,18 g Lignin, 

2,4°/, Lignin vom Holz wurden nicht ausgefiallt. 

Nach den vorliegenden Resultaten verteilen sich die ein- 
zelnen Zuckerarten in der leicht hydrolysierbaren Hemicellu- 
lose von Fichte folgendermaBen: 


17,0 °/, Pentosen 
42,7 ,, Mannose 
4,2 ,, Galaktose 
3,2 ,, Galakturonsiiure 
4,0 ,, Fructose 
__ 28,9 ,, Glucose 
100,0 lo 
Hieraus ergibt sich folgende Zusammenstellung: 
Cellulose, einschlieBlich schwer hydrolysierbarer 








Hemicellulose') . .. . ia ee ee 47,8 °/, 
Leicht hydrolysierbare Hemicellulose, 

Polysaccharide yon 
Xylose und event. Arabinose. . . ..... 38,1 
 & coarse Re Ge we aoe A 
eee cee ee ew ee ee ee BR See 
Galakturonsiiure. . . . ......... O06 
0 a 
| ee 
Lignin: 
EE 8 eae Re ee a Se ee 
2. Mit a-Naphthylamin gefillt . . . . . . . 22,7 28,0 ,, 
eG ee 
Essigsiure -+ Ameisensiiure. . . . . . ....... 28,, 
Harz, Asche usw. + Verlust . . ....... 2... 89, 

-100,0 °/, 





) Vgl. ,,Holzchemie“ S, 175. 
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Wir kontrollierten unsere Versuche noch mehrfach an 
technischen Laugen und durch Laboratoriumskochungen, wobei 
wir durchschnittlich zu denselben Resultaten gelangten. 


Zusammenfassung. 


1. Die Hemicellulose des Fichtenholzes besteht aus einem 
leicht und einem schwer hydrolysierbaren Teil. Wird das 
Holz mit verdiinnter Mineralséiure in der Hitze unter Druck 
hydrolysiert, so resultiert ein Zucker, der z. T. aus dem 
Celluloseteil stammt. Nur durch starke Herabsetzung der 
Wasserstoffionenkonzentration durch Pufferung, was z. B. in 
Sulfitkochsiure der Fall ist, gelingt es nur die Hemicellulose, 
und zwar nur deren leicht hydrolysierbaren Teil in Liésung 
zu bringen. 

2. Die Analyse des Zuckers der in der genannten Weise 
gewonnenen Sulfitablauge setzt voraus, daB es gelingt, die 
Lignosulfonsiure zu entfernen. Durch Fillung mit Naphthyl- 
amin ist es nicht méglich, eine vollstindige quantitative Ab- 
scheidung zu bewirken. Durch nachfolgende Behandlung der 
Zuckerlésung mit Alkohol und Kohle kann man eine Lésung 
erhalten, die fast allen Zucker in reinem Zustande enthilt. 
Die Ausfillung der Lignosulfonsiure ist mit einer erheblichen 
Abnahme der Reduktion verkniipft, was auf eine gewisse Re- 
duktionskraft der Lignosulfonsiure hindeutet,. 

3. Um festzustellen, ob Glucose im Sulfitablaugenzucker 
vorhanden ist, muBte zuerst die Mannose als Hydrazon gefallt 
werden. In dem dann mit Benzaldehyd regenerierten rest- 
lichen Zucker wurde Glucose einwandfrei festgestellt. Glucuron- 
siiure war in dieser Zuckerfraktion nicht anwesend. Es ist 
somit die Anwesenheit von Glucan in der leicht hydrolysier- 
baren Hemicellulose von Fichte bewiesen. 

4, AuBer Glucose wurden Mannose, Galaktose und 
Fructose nachgewiesen und mengenmébig bestimmt. Auf 
Grund der Drehung der vergorenen Zuckerlésung diirfte neben 
Xylose auch Arabinose vorhanden sein. 

5. In der alkoholunléslichen Fraktion wurde Galakturon- 
siiure gefunden und quantitativ bestimmt. Sofern diese Siure 
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aus einem bis jetzt nicht aufgefundenen Holzpektin stammt, 
errechnet sich, falls dieses dem Riibenpektin ahnlich ist, eine 
Pektinmenge von 0,7°/, der Holzsubstanz. 

6. Die Zusammensetzung der leicht hydrolysierbaren Hemi- 
cellulose von Fichte, welche 18°/, vom Holzgewicht ausmacht, 
ist in hydrolysiertem Zustand wie folgt: 17,0°/, Pentosen; 
42,7°/, Mannose; 4,2°/, Galaktose; 3,2°/, Galakturonsiure; 
4,0°/, Fructose; 28,9°/, Glucose. 




















Uber Alkalispaltung von Pentosen. 


Von 


F. Fischler und R. Boettner. 


(Aus dem Laboratorium fir angewandte Chemie der Universitat Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Juni 1928.) 


Vor kurzem konnte gezeigt werden, daB& bei der Alkali- 
destillation, wie sie von dem einen von uns?) als Methodik der 
Forschung itiber die Art des Zerfalls reduzierender Zucker 
unter OH-Ionwirkung eingefiihrt wurde, als erste chemisch 
faBbaren Spaltprodukte Triosen auftreten. Man muBte sich 
fragen, wie sich Pentosen unter den gleichen Versuchsbedin- 
gungen verhalten. 

In weitaus der Mehrzahl der Fille gelangte 1-Arabinose 
zur Verwendung, Xylose wurde nur zur Kontrolle herangezogen. 

8,00 g der Zucker wurden als etwa 1°/,ige Loésung zu einer m/25- 
Na,CO,-Liésung, die einen Zusatz von 4—6°/, Na,SO, hatte, nachdem 
sie ins Sieden geraten war, in der Weise zugetropft, daB ZufluB und Ab- 
destillation ungefihr gleichblieben. Mit der alsbald auftretenden Cara- 
melisierung wurde im Destillate die Jodoformreaktion positiv, was wir 
auf die Anuwesenheit von Methylglyoxal bezogen. Es wurde ,,zu Ende 
destilliert“, d. h. so lange bis auch auf erneuten Zusatz von m/25-Na,CO,- 
Lésung die Jodoformbildung im Destillate negativ wurde. Die Menge 
des Destillates schwankte dabei von 850—1200 ccm. 

Das Destillat reagierte stets neutral, reduzierte verdiinnte 
Fehlingsche Lésung in der Kalte deutlich und entschieden 
rascher, als wir dies bei Destillaten, die z. B. bei der alka- 
lischen Traubenzuckerdestillation gewonnen wurden, gewohnt 
waren, farbte Schiffsches Reagenz rot, schied aus ammonia- 





1) F. Fischler, Diese Zs, Bd. 157, S. 1 (1926). 
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kalischer Silbernitratlésung Metall ab und gab in der Kalte 
mehr oder weniger rasch die Jodoformreaktion. Zur niheren 
Charakterisierung der in das Destillat iibergegangenen Stoffe 
wurde in iiblicher Weise die Osazondarstellung ausgefiihrt. 
Nach einmaligem Umkrystallisieren zeigte der erhaltene Nieder- 
schlag einen betrachtlich héheren Schmelzpunkt von 154—160°, 
als Osazone besitzen, die aus dem Destillate von Monosen 
oder Biosen gewonnen wurden, die meist schon zwischen 
145—149° schmolzen. 


Die Vermutung, daB bei der Alkalidestillation der Arabinose 
im Destillate ein Substanzgemisch auftritt, lag damit nahe. 


Durch fraktionierte Krystallisation des erhaltenen Osazon- 
niederschlages gelang es, diese Vermutung zur Gewifheit zu 
erheben. Eine gréBere Menge Roh-Osazon wurde in heiBem 
96°/,igem Alkohol gelést und mit verschiedenen Mengen heifen 
Wassers versetzt und dann in der Kalte der Krystallisation 
iiberlassen. Bei einer Alkoholkonzentration von etwa 70 bis 
75°/, fallt ein Osazon aus, das sich sowohl in der Krystall- 
form, wie namentlich im Schmelzpunkt von Methylglyoxalosazon 
unterscheidet. Wahrend letzteres bekanntlich bei 145° schmilzt 
und stark gefiederte, gezackt auslaufende vierseitige Plattchen 
zeigt, weist ersteres eine mehr abgerundete Form vierseitig ge- 
fiederter Plittchen auf und schmilzt, wiederholt aus 70°/,igem 
Alkohol umkrystallisiert, bei 179—181°. Der Schmelzpunkt 
weist auf Glykolaldehydosazon hin, das nach der Literatur bei 
179° schmilzt. Da sich die Osazone nicht selten sicherer 
durch ihren N-Gehalt als durch den C- und H-Gehalt unter- 
scheiden, der in vielen Fallen so nahe beisammen liegt, daB 
die Bestimmungen von C und H noch in die Fehlergrenzen 
fallen, so haben wir bei der Elementaranalyse hauptsachlich 
Wert auf die N-Bestimmung gelegt. Wie nahe die Werte von 
C undH bei Glykolaldehyd- und Methylglyoxal-Osazon beisammen 
liegen, zeigt die Gegeniiberstellung der prozentischen Zusammen- 
setzung beider Substanzen. 


Glykolaldehydosazon: C = 70,59°/,, H = 5,88°/,, N = 23,53°/,. 


Methylglyoxalosazon: C = 71,39°/°, H = 6,39°/), N = 22,22°/,. 
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Da iiberdies das Ausgangsmaterial teuer ist und die Aus- 
beute an Rein-Osazon gering war, so verwendeten wir zur N- 
Bestimmung nach Dumas die Mikromethode von Pregl. Als 
Mittel aus fiinf N-Bestimmungen erhielten wir aus der bei 
70—75°/, Alkoholsaittigung ausgefallenen Krystallisation fiir 
N den Wert von 23,52°/,, gegen 23,53°/, der Berechnung fir 
Glykolaldehydosazon, wobei die gréBte Schwankung nach oben 
23,67°/,, nach unten 23,43°/, betrug. 

Das Filtrat der ersten Fraktion wurde dann wieder er- 
hitzt und mit heiBem Wasser versetzt. Bei einer Alkohol- 
sittigung von ungefahr 40—45°/, konnte eine zweite Fraktion 
von Osazon gewonnen werden, die genau bei 145° schmolz. 
Als Mittel aus sechs N-Bestimmungen erhielten wir bei dieser 
Fraktion als Wert fiir N 22,22°/,, also den theoretischen Wert 
fir den N-Gehalt des Methylglyoxalosazons. Die gréBte be- 
obachtete Schwankung nach oben betrug hierbei 22,29°/,, nach 
unten 22,18°/. 

Ks ist noch zu erwdhnen, daB wir ganz zu Anfang bei 
einer Alkoholsattigung von etwa 80—85°/, noch eine sehr 
geringe Krystallbildung erhielten mit einem Schmelzpunkt von 
244°, Doch war die Ausbeute daran so minimal, daB an eine 
Identifizierung auch durch Mikroanalyse nicht zu denken war. 

Nach dem Resultate unserer Elementaranalysen und nach 
den Scnmelzpunktsbestimmungen erhielten wir somit bei der 
Alkalidestillation der Arabinose im Destillate fast ausschlieBlich 
Methylglyoxal und Glykolaldehyd, die in Form ihrer Osazone 
isoliert und identifiziert wurden. 

Die weitere Untersuchung des Destillates ergab die Ab- 
wesenheit von Formaldehyd, Acetaldehyd und Aceton. Es ist 
daher nicht anzunehmen, daB das Destillat auBer Glykol- 
aldehyd und Methylglyoxal noch beachtliche Mengen anderer 
Substanzen enthielt. Somit wird Arabinose unter den von uns 
angewendeten Bedingungen in diese beiden Substanzen gespalten. ( 

Das gleiche gilt von Xylose. é 

Um eine Vorstellung iiber die Mengenverhiltnisse zu er- ’ 
halten, in denen sich Methylglyoxa! und Glykolaldehyd im 
Destillate befanden, haben wir in Ermangelung einer exakten 
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Trennungsmethode dieser beiden Stoffe, die erhaltenen Osazone 
bei 70°/, und bei 45°/, Alkoholgehalt méglichst quantitativ 
gesammelt und gewogen, wobei durchschnittlich etwa 0,1 g Rein- 
Osazon erhalten wurde. Man kann sagen, da8 im Mittel 
aus vielen Versuchen '/,—?/, Glykolaldehydosazon auf ?/, bis 
3/. Methylglyoxalosazon treffen, ein Verhaltnis, das man bei 
der geringen Gewichtsdifferenz beider Osazone auch auf die 
reinen Substanzen iibertragen darf. Kerner wurde versucht, 
im Gesamtdestillate die Menge des vorhandenen Methylglyoxals 
durch Jodoformbildung und Riicktitration des iberschiissigen 
Jods zu bestimmen. Dazu ist aber zu sagen, daB auch Glykol- 
aldehyd Jod verbraucht, da er zwar kein Jodoform bildet, aber 
zu Glykolsiure umgewandelt werden muf. Dafiir sind 2 Jod 
nétig. Man erhalt daher bei einem Gemisch von Methyl- 
glyoxal + Glykolaldehyd bei der Jodoformbildung einen zu 
hohen Wert. Dem entspricht, daB der Mittelwert aus 14 Destil- 
lationen fiir den Jodverbrauch im Gesamtdestillate mit 5,62 °/, 
als Methylglyoxal berechnet (1 Methylglyoxal = 8 J), gegeniiber 
dem Mittelwert z. B. aus Traubenzuckerdestillaten mit ebenfalls 
5,62 °/,, offenbar zu hoch liegt. Ferner ist darauf hinzuweisen, 
da8 Glykolaldehyd weniger fliichtig ist als Methylglyoxal und 
vermutlich nicht quantitativ ins Destillat tibergeht. 

Im Gegensatz zu diesen einstweiligen Mingeln der ana- 
lytischen Methodik ist aber der Nachweis einer Spaltung von 
Pentosen in Methylglyoxal und Glykolaldehyd prinzipiell von 
Wichtigkeit. Wenn, wie dies Fischler’) doch sehr wahr- 
scheinlich gemacht hat, die Aufspaltung von Hexosen mit der 
Briickenbindung des Sauerstoffs bei diesen Zuckern zusammen- 
hangt, wobei zwei 3-C-Ketten entstehen unter intermediirer 
Glukosatbildung nach J. Groot”), so sind diese Anschauungen 
durchaus auch auf die Aufspaltung der Pentosen zu iibertragen. 

In Analogie zu der Spaltung der Hexosen ist bei einer 
Oxydbindung des Sauerstoffs in y-Stellung bei den Pentosen 
eine Aufspaltung in Methylglyoxal und Glykolaldehyd zu er- 
warten, was durch folgende Formulierung veranschaulicht wird: 


1) Diese Zs. Bd, 165, S. 53 (1927). 
*) Biochem. Zs. Bd. 141, S. 72 (1924). 
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i 
HO—C—CHOH—CHOH—CH—CH,OH + NaOH | 
| O hs, : 
' | 
= H—C—CHOH—CHOH—((Na0)H—CH,OH + H,0. ¢ 
: 
H—C—CHOH—CHOH—C(Na0)H—CH,OH 
+H OH y. 
| | | 
| 
= H—C—CHOH—CH,OH + u—¢_cH,0H + NaOH. 
Nach dieser Annahme entsteht zuerst Natriumarabinosat, | 
das in waBriger Lésung sofort, unter Riickbildung von Natron- ; 
lauge, in Glycerinaldehyd und Glykolaldehyd zerfallt. Glycerin- 


aldehyd lagert sich in alkalischer Lésung leicht zu Dioxyaceton 
um, das dann bei der Destillation mit Alkali Methylglyoxal 
liefert, was ja mit reinen Dioxyacetonlésungen von Fischler 
erwiesen ist. Glykolaldehyd wird ebenfalls an das Destillat 
abgegeben. Damit wird verstindlich, daB bei Alkalidestillation 
von Arabinose und Xylose, Methylglyoxal und Glykolaldehyd 
im Destillate auftreten. Man miiBte aber theoretisch erwarten, 
daB die Menge beider Substanzen gleich groB ist. Aber ein- 
mal ist Glykolaldehyd, wie schon hervorgehoben, weniger fliichtig 
als Methylglyoxal, weiter wissen wir noch nichts bestimmtes 
iiber die Geschwindigkeit seiner weiteren Umwandlung unter 
dem EinfluB von OH-Ion. Aus diesem Grunde haben wir mit 
molekularen Mengen von Glykolaldehyd einerseits und Methy]l- 
glyoxal andererseits unter méglichst gleichen Bedingungen wie 
im Experiment mit der Alkalidestillation der Pentosen, Alkali- 
destillationen durchgefiihrt. Wiahrend von Methylglyoxal unter 
diesen Bedingungen annahernd '/, der angewendeten Substanz 
im Destillate wieder erhalten werden konnte, wurde von 
Glykolaldehyd annihernd nur }/, wieder erhalten. 


Aus diesen Griinden erklart es sich, daB wir bei der 
Alkalidestillation von Pentosen weniger Glykolaldehyd im 
Destillate erhielten als Methylglyoxal. 
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Der Ausfall unserer Versuche spricht also durchaus dafiir, 
daB man einen Zerfall der Pentosen wie er oben formuliert 
wurde, unter unseren Versuchsbedingungen annehmen darf; er 
spricht weiter fiir eine y-Oxydbindung der Sauerstoffbriicke 
bei Arabinose und Xylose, obwohl Irvine’), Hirst?) und ihre 
Schule im allgemeinen mit einer 1,5-Bindung rechnen zu miissen 
glauben. Er ist endlich eine indirekte Stiitze fiir die Vor- 
stellungen, die Fischler iiber die Art des Angriffs von 
Alkali auf Monosen und ihren dabei beobachteten Zerfall 
entwickelt hat. 


re 


') Vgl. Zusammenfassung bei Leibowitz, Zs. f. ang. Chem. 
1926, 1142. 

*) E. L. Hirst u. C. B. Purves: Journ. chem. soc. London Bd. 123, 
S. 1852 (1923); ferner E. L. Hirst u. G. J. Robertson: ebenda Bad. 127, 
S. 358 (1925). 














Zur Enzymchemie der durch Aspergillus niger bewirkten 
Sdurebildungsvorgange. IT. 
Von 


K. Bernhauer und H. Wolf. 





(Aus der biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der deutschen 
Universitat in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14, Juni 1928.) 


4. Uber die Beeinflussung des Siiurebildungsvermégens 
des Pilzmycels dureh dessen Entwicklung auf saurem 
Substrat. 


Im Anschlu8 an die in der vorangehenden Mitteilung 
dieser Serie wiedergegebenen Ergebnisse soll hier iiber Unter- 
suchungen berichtet werden, die sich mit der Feststellung be- 
faBten, wieweit das Vermégen der Pilzdecken zur Saurebildung 
baw. die betreffenden Enzymfunktionen durch die Entwicklung 
der Pilze auf siurehaltigen Nahrlésungen beeinfluBt werden 
kénnen und zugleich soll versucht werden, zu zeigen, wieweit 
es sich bei diesen Beeinflussungen lediglich um Wirkungen auf 
den allgemeinen Stoffwechsel der Pilze handelt, und wieweit 
diese Vorgiinge als direkte Beeinflussung der Enzymfunktionen 
des Pilzmycels aufgefaBt werden kénnen. Hinsichtlich mehr 
allgemeiner hier in Frage kommender Gesichtspunkte kann 
auf die erste Mitteilung verwiesen werden. 


In methodischer Hinsicht wurde in gleicher Weise vor- 
gegangen, wie bisher. Die Pilzdecken wurden auf einer Nahrlésung 
von bestimmter Zusammensetzung stets 4 Tage zur Entwicklung ge- 
bracht und sodann in bekannter Weise auf die zweite Kulturfliissigkeit 
iibertragen, die in fast allen Versuchsreihen aus 50 cem 10°/,iger Rohr- 
zuckerlésung und CaCO, bestand. 

Versuchsreihe 1. Bedingungen fiir die Pilzdeckenentwicklung 
aus Tab, I ersichtlich, Versuchsdauer in zweiter Kulturfliissigkeit 9 Tage. 











ro | 1. Kulturfliissigkeit |! 


Pilzdee 
CaO ir 
Ca Citr 
Ca-Glu 
Zucker 
Aciditii 


ra bee ~~ 


——= 
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Es wurden jeweils je 2 Parallelvyersuche durchgefiihrt, die gemeinsam 
verarbeitet wurden. Die in der Tabelle wiedergegebenen Analysen- 
werte sind auf je einen Versuch berechnet. Zugleich wurden iiberall 
Versuche durchgefiihrt, die nach der viertagigen Entwicklung der Pilz- 
decken abgebrochen wurden; bei diesen Versuchen wurden die Pilz- 
deckengewichte ermittelt, um einen MaB8stab fiir das weitere Mycel- 
wachstum in der zweiten Kulturfliissigkeit zu haben, sowie der Zucker 
und die Aciditit bestimmt. Fiir alle Versuche wurde Stamm II ver- 
wendet, und zwar nach der anscheinend stattgefundenen ,,Degeneration“, 
iiber die bereits Mitteilung gemacht wurde, und die sich in einem ge- 
ringen Siurebildungsvermégen kundtat (insbesondere hinsichtlich der 
Citronensiurebildung). 


Tabelle I. 


























Versuchsnummer 1/2 | 3/4 56 78 9/10 | 11/12 13/14] 15/16 
; C-Quelle 10 °/, Rohrzucker 
€ | N-Quelle _.  10,2°/, NH,NO, 0,29), NH,NO, 
€ 0,58 ! 0 ; - —" 
E | PO,-Quelle NH,H,PO, 0 0,6°/, KH,PO, | 0,5 °/, H,PO, 
M, itech ieee aaacb aa aad SES eae eee Sind | - eee. Sen e : = ae — + ees ilies ; 
%|Salze .... 0,1 °/) KH,PO,, 0,05 °/, MgSO, 
2. Kulturfliissigkeit . | 0 | + | 0 | + | 0 | + | 0 | + 

Analysenwerte: 

Pilzdecke. . .. . 0,2 | 0,58 0,31 | 0,55 0,58 | 1,62 0,44] 1,18 
GaO ing. ....f — — — ,0492| — [0,433 | — 0,208 
CaCitrating . . .| — | 031 | — ]o54 | — floss | — | 2,48 
Ca-Gluconat, ber.in g}| — — — oo — 1|3,46 ~~ 1,66 
Zuckerverbrauch in g 1,9 | 3,82 2,02 | 3,89 2,18 | véllig | 1,46/fast véllig 
Aciditit in eem mil beet — fase t ~ eee 






































Ergebnisse der Versuchsreihe 1. 

Die in Gegenwart von freier Phosphorsiure zur Entwick- 
lung gebrachten Pilzdecken hatten ein bedeutend stiirkeres 
Vermégen insbesondere zur Citronensiurebildung, als nicht in 
dieser Weise ausgebildete Mycelien. Dabei wurde diese Wir- 
kung nur durch die freie Siure hervorgerufen und nicht durch 
Salze derselben, denn weder Ammonphosphat, noch Kalium- 
phosphat wirkten in dieser Weise. In Gegenwart von freier 
Phosphorsiure oder Kuliumphosphat wurden viel kraftigere 
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Pilzdecken zur Entwicklung gebracht als ohne diese Zusitze; 
insbesondere war das weitere Mycelwachstum in der zweiten 
Kulturflissigkeit auffallend stark. 


In Versuchsreihe 2 wurde zur Uberpriifung der gewonnenen 
Ergebnisse in analoger Weise vorgegangen wie in den Versuchen 15 
und 16. Die Versuchsdauer in zweiter Kulturfliissigkeit betrug 7, 10 
und 13 Tage. Es wurden hier ganz analoge Ergebnisse gewonnen, wie 
in den erwiihnten Versuchen, nur da8 die quantitativen Verhiltnisse 
hinsichtlich der Siurebildung etwas andere waren. Ca-Citratmengen am 
7. Tag: 0,91, 1,5, 1,82 g; am 10. Tag: 1,2, 1,17, 1,22 g; am 13. Tag: 1,25, 
1,16, 1,34 g. Auf die Wiedergabe der sonstigen Analysenwerte kann 
wohl verzichtet werden, da diese die Ergebnisse der Versuche 15/16 
gleichfalls bestiitigten. 

Labelle IL. 























Versuchsnummer 26—28 | 29—-31 | 32—34 | 38—40 | 41—43 | 44—46 
Siiuren in 1. Kultur- 

fliissigkeit Phosphorsaure Salzsiure 0 
Normalitiit derselben. | 1/10 | 1/25 1/50 1/25 | 1/50 0 
Pr der 1.Kulturfliissig- | unter 

Mi. ak ss ee 2,8 3,0 28 | 3,0 | 4,6 
Aciditiit der 1. Kultur- 

fliissigkeit in cem . | 48,8 24,0 14,9 26,9 | 15,4 4,3 











Analysen der 1. Kulturfliissigkeit (am 4. Tag). 

















gebildete Acid. in cem | 36,6 21,8 23,2 18,1 26,8 28,7 
Zuckerverbrauch in g | 1,99 1,43 1,4 0,64 1,11 ] 0,59 
Analysenwerte (2. Kulturfliissigkeit). 
Pilzdecke in g . 0,75 0,54 0,51 0,12 0,31 0,42 
CaO in g ' 0,28 | 0,32 | 0,33 | 0,41 | 0,34 | 0,40 
Ca-Oxalat in g . 0,49 0,30 0,23 0,26 0,24 0,13 
Ca-Citrat ing . . .| 0,89 | 1,22 | 1,06 | 0,48 | 1,03 | 0,39 
Ca-Gluconat, ber. in g | 2,28 2,53 2,64 3,29 2,78 3,2 
Zuckerverbrauch in g | 5 4,48 4,4 3,78 4,21 3,55 




















In der Versuchsreihe 3 war festzustellen, ob die Wirkung der 
Phosphorsiiure eine spezifische ist, oder ob der in Frage stehende Effekt 
lediglich durch die py bedingt ist. Es wurden daher neben Versuchen 
mit Phosphorsiiure solche mit Salzsiiure durchgefiihrt und hierbei auch 
jeweils die Siurekonzentration variiert. Es kam hier die gleiche Nihr- 
lésung in Verwendung wie in der vorhergehenden Versuchsreihe mit 
verschiedenen Mengen Phosphor- bzw. Salzsiiure, sowie Vergleichsver- 
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suche ohne Siuren. In den ersten Kulturfliissigkeiten wurden hier 
gleichfalls einige Analysen vorgenommen. In der Tab. II sind der 
Kiirze wegen nur die aus je 3 Parallelversuchen ermittelten Mittelwerte 
angefihrt, da die Versuchsschwankungen nicht sehr erheblich waren. 


Ergebnisse der Versuchsreihe 3. 


1. Aus den Versuchen 41—43 ist ersichtlich, daB Salz- 
siure in n/50-Lésung die gleiche Wirkung hervorruft, wie Phos- 
phorséure in dieser Konzentration (Versuch 32—34). Die in 
diesen Versuchen ermittelten Analysenwerte stimmen sehr gut 
miteinander iiberein, gerade nur die in Gegenwart von Salz- 
siure zur Ausbildung gelangten Pilzdecken waren weniger 
stark entwickelt als die in den Phosphorsiureversuchen. Der 
durch die Entwicklung auf saurem Substrat bedingte Effekt 
ist bei Vergleich mit den Versuchen ohne Saéurezusatz (44— 46) 
sehr deutlich. 

2. In Gegenwart von n/25-Salzsiure (Versuch 38—40) 
war das Wachstum der Pilzdecken bereits so stark gehemmt, 
daB auch der Effekt auf die Séurebildung in der zweiten Kul- 
turfliissigkeit nicht mehr deutlich zum Ausdruck kam. In den 
analogen Versuchen mit Phosphorséure war dagegen der Effekt 
noch stirker als in denen mit n/50-Saure. 

3. Mit n/10-Phosphorsiiure zur Entwicklung gelangte Pilz- 
decken ergaben die héchsten Mycelgewichte. Dabei war auch 
der Zuckerverbrauch am intensivsten, die Siureproduktion aber 
etwas geringer als in den Versuchen mit geringerem Siure- 
zusatz. In Gegenwart von Salzsaure in gleicher Konzentration 
fand fast gar kein Wachstum statt. 

Versuchsreihe 4. Es wurden hier alle verfiigbaren Stimme 
von Aspergillus niger zur Untersuchung herangezogen. Die Entwick- 
lung der Pilzdecken erfolgte in gleicher Weise wie bisher; dabei wurden 
jeweils je 3 Versuche mit n/25-Phosphorsiure vorgenommen und je drei 
ohne diese. Die Versuchsdauer in zweiter Kulturfliissigkeit betrug 
iiberall 12 Tage. Alles sonstige ist aus Tab. III ersichtlich oder geht 
aus den bisher mitgeteilten Versuchen hervor. Die Pilzstimme I—V 
und deren Herkunft wurden bereits in einer friiheren Mitteilung be- 
schrieben, die Stimme VI und VII stammten aus der ,,American Type 


Culture Collection’ und die Stiimme VIII und IX wurden im Labora- 
torium abgefangen und rein geziichtet. 
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Tabelle LL. 





PD Analysenwerte (Mittel aus je 3 Versuchen) 
3 : Gel > ~ | 3 - E 3 “ 
PE iS ies! = £ eco | Sm Se | 2” 
5 3 = Ra a oO tn Os Os = o's 
47—49 I + 0,81 0,30 0,34 0,79 2,41 vollist. 
50 —52 I] 0 046 0,383 0,89 1,00 2,69 4,28 
53—55 I] + 1,35 0,068 0,55 0,67 0,55  vollst. 
56—58 Ii} 0 1,44 0,19 0,24 0,92 1,57 - 
59—61 II} + | 0,89 029 | 0,13 | 0,94 2,42 4,73 
62—64 II 0 0,53 0,34 0,15 0,95 3.07 4,24 
71—73 V + 0,31 0,06 3,48 0 0,49 4.67 
14—76 Vio 0,19 0,423 0,37 0,17 3,38 2.91 
1774 VI| + | 0,38 0,82 0,24 1,88 2,43 4,93 
80 -—82 Vi 0 0,27 0,42 0 1458 3,34 4.36 
83—85 VII | + 0,72 , 0,384 0,26 1,27 ~~ 2,72 8.68 
86—88 VII 0 0,30 0,46 0 0 3,68 2.76 
s9—91 | VIIT}] + | 065 082 014 048 2,6 vollst 
92—94 | VIII 0 0,30 0,46 0,15 0,14 3,7 3,37 
95—97 IX| + | 1,09 0,20 0,50 2,05 1,65 4,33 
99-100 | IX] 0 0,30 0,44 0 0,37 3,58 2.9 











Ergebnisse der Versuchsreihe 4. 


1. Der EinfluB der Phosphorsiure auf die Mycelent- 
wicklung bzw. das weitere Pilzwachstum in zweiter Kultur- 
fliissigkeit ist aus den Werten fiir die Pilzdeckengewichte er- 
sichtlich. Im allgemeinen waren diese in den Versuchen mit 
Phosphorsiiure héher als in solchen ohne diese, bei einigen 
Pilzstimmen war der Effekt sehr autiallend; bei den Stammen 
I, 111, VIL und VIII waren die unter Verwendung von Phos- 
phorsiure entwickelten Pilzdecken etwa doppelt, bei Stamm IX 
sogar mehr als dreifach so schwer als die ohne Saure zur 
Ausbildung gelangten. 

2. Hinsichtlich der Siiurebildung erwiesen sich nicht bei 


allen Stiimmen die in Gegenwart von Phosphorsiure zur Ent- 
wicklung gebrachten Pilzdecken als besser geeignet, sondern 
es kamen hier individuelle Mintliisse sehr deutlich zum Ausdruck. 
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Im Hinblick auf die Bildung von Ca-Oxalat war der 
Effekt insbesondere bei Stamm V duBerst auffallend; die in 
Gegenwart von Phosphorsaéure zur Entwicklung gelangten Pilz- 
decken bildeten fast 10mal so viel Ca-Oxalat als die in ge- 
wohnlicher Weise ausgebildeten. DaB dies nicht auf einen 
Unterschied in der Pilzdeckenentwicklung zuriickgefiihrt werden 
kann, geht aus den betreffenden Zahlen hervor, die nicht sebr 
stark voneinander abweichen. Hinsichtlich der Citronen- 
siurebildung verhieltea sich die Stamme VII und [IX am 
auffallendsten. Wahrend die ohne PhosphorsAure zur Ent- 
wicklung gelangten Mycelien des Stammes VII iiberhaupt kein 
Citronensdure in analytisch bestimmbaren Mengen produzierten. 
war die Citronensdurebildung durch Pilzdecken, die in Gegen- 
wart von Phosphorséure gewachsen waren, recht erheblich. 
Ebenso deutlich war der Effekt bei Stamm IX; die mit Phos- 
phorsiure ausgebildeten Pilzdecken produzierten mehr als 5mal 
so viel Ca-Citrat als gewobnliche. Auch hier kann der Effek 
nicht auf die durch die Phosphorsiure bedingte stirkere My- 
celentwicklung zuriickgefiihrt werden, oder jedenfal ht au 
diese allein, sondern wahrscheinlich liegt eine Wirkung d 
freien Siure auf die Ausbildung des bei der Saurebildung 
wirksamen Enzymkomplexes vor. 

38. Der Zuckerverbrauch war in den Versuchen mit 
Phosphorsiiure bedeutend gré8er als in den Versucl 
Siure; dies steht in Zusammenhang mit der starkeren 
deckenentwicklung und der intensiveren Saurebil 
die betreffenden Mvycelien. 

4. Merkwiirdigerweise verhielt sich hier der Stamm I1 aus 
ungeklirten Griinden anders als in den bisher damit durch- 
gefiihrten Versuchen. Die Diicdeckonreteeielilines war hier 
tiberall, auch in den Versuchen ohne Phosphors&ure, sehr siark 
und ein Effekt der Phosphorsiure auf die Sdurebildung durch 
die Pilzdecken kam nicht zum Ausdruck. 

5. Stamm VI entwickelte sich in Gegenwart von n 2)- 
Phosphorsiiure nur sehr schlecht: er bildete dabei nur ein 
yanz sporenloses, halb submerses Mycel. Es wurden daher 
alle Versuche mit diesem Stamme nicht weitergefiilrt. 


Hoppe-Seyler’s Zeltsehrift f physiol, Chemie, CLAAVII As 


P| | 
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In Versuchsreihe 5 wurden ganz analoge Versuche vorgenommen 
wie in der vorhergehenden Versuchsreihe, nur daB hier als zweite Kul- 
turfliissigkeit je 50cem 10°/,ige Fructoselésung mit etwa 3g CaCO, 
in Anwendung kamen. Nachdem sich in der vorhergehenden Versuchs- 
reihe gezeigt hatte, da8 die Versuchsschwankungen unter den gewihlten 
Versuchsbedingungen nicht sehr erheblich sind, wurden hier die drei 
jeweils angesetzten Parallelversuche gemeinsam aufgearbeitet (Tab. IY). 





Tabelle IV. 











Analysenwerte 
Versuchs- | Pilz- | n/25- Se el he 
TS Mycel Ca-Oxalat Ca-Citrat Zuckerver- 
in g in g ing _ brauch in g 
101 —103 I + 0,93 0,04 | 0,35 4,35 
104-106 ii « 0,86 0 0,32 4,18 
107—109 Hi + 0,35 0,16 1,80 4,67 
110—112 il 0 0,34 0,14 1,26 4,45 
1138—115 mij + 0,49 0 0,28 4,50 
116—118 Il] 0 0,51 0,18 0,28 4.25 
119—121 Vi + 0,26 1,86 | 0,26 4,26 
122124 V 0 0,22 0,64 | 0,17 8,96 
125—127 VI +: 0,39 0,11 | 0,04 4,09 
128—130 VI | 0 0,25 0 0,48 4,18 
131—138 | VII | + 0,39 0 0,07 3,98 
134—136 | VII | 0 0,29 0 0,06 3,93 
137—139 | VIII + 0,86 0,19 Spur 4,38 
140—142 | VIII 0 0,58 0,13 0,13 4,17 
1438—145 IX + 1,08 0,19 0,05 4,15 
146—148 IX 0 0,82 0,20 Spur 3,90 














Ergebnisse: Das Verhalten der verschiedenen Pilzstiimme 
gegeniiber Fructose als C-Quelle war sehr auffallend. Von 
allen untersuchten Stiimmen vermochte gerade nur Stamm II, 
der sich zur Citronensiiurebildung im iibrigen in diesem Sta- 
dium als nicht mehr gut geeignet erwies, gréBere Mengen von 
ja-Citrat zu bilden, und zwar auch bei Entwicklung des Mycels 
ohne Phosphorsiiure, wihrend bei allen anderen Stiimmen die 
Citronensiiurebildung aus Fructose nur sehr geringfiigig war. 
Weiterhin nahm auch hier Stamm V eine Sonderstellung ein 
auf Grund seines stark ausgepriigten Vermégens zur Oxalsiure- 
bildung; dabei erwiesen sich wiederum die in Gegenwart von 
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Phosphorsaéure zur Entwicklung gelangten Mycelien als besser 
geeignet. Im iibrigen war die Siurebildung aus Fructose ganz 
allgemein sehr gering. In Lésung befanden sich gleichfalls 
nur ganz geringe Mengen von Ca, so daf auch irgendwelche 
andere Saéuren nur in Spuren gebildet sein konnten. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 

1. Durch Entwicklung der Pilzdecken auf siurehaltigem 
Substrat von bestimmter p,, (n/25—n/50-Phosphorsiure, n/50- 
Salzsiure; p,, = 2,8—3,0) konnte das Vermégen derselben, ins- 
besondere zur Citronensiiurebildung in auffallendem Mafe ge- 
steigert werden. Zur Erklarung dieser Ergebnisse scheint die 
durch die Gegenwart von Phosphorsiure bedingte starkere 
Mycelentwicklung nicht ausreichend zu sein, da Salzsiiure einen 
analogen Effekt hinsichtlich der Saurebildung, nicht aber der 
Mycelentwicklung hervorruft. Es dirfte sich demnach hierbei 
um eine Beeinflussung des Enzymkomplexes, an dem sich die 
Siurebildung zu vollziehen scheint, handeln. 

2. Das recht unterschiedliche Verhalten verschiedener 
Pilzstimme wurde hierbei beriicksichtigt und auf diese Weise 


zur Charakterisierung der Stimme von Aspergillus niger auf 


Grund ihres Siurebildungsvermigens beigetragen. 


5. Methodiseches zur Feststellung der Enzymfunktionen 
des Pilzmycels. 


Wie bereits mitgeteilt wurde, muBten die friiher begonnenen 
Untersuchungen iiber die Glucoxydasebildung mangels einer 
geeigneten Methodik zunichst zuriickgestellt werden. Hier soll 
iiber die Grundlagen einer neuer Methodik berichtet werden, 
die nach weiterem Ausbau zur Klirung der in Frage stehenden 
Probleme (vgl, I. Mitteilung) geeignet erscheint. AuBere Griinde 
veranlassen dazu, bereits jetzt hieriiber Mitteilung zu machen. 

Die in Anwendung gebrachte Methodik besteht in folgen- 
dem: Pilzdecken, die unter bestimmten Bedingungen zur Ent- 
wicklung gebracht wurden, werden nach griindlichem Waschen 
und yorsichtigem Auspressen der anhaftenden Fliissigkeit in 
einer Reibschale unter Zusatz von CaCO, miglichst gut zer- 
kleinert. Die zerriebene Substanz wird in einen langhalsigen 


19* 
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Kolben gebracht und nach eventuellen Zusitzen eine bestimmte 
Zeit bei bestimmter Temperatur auf die Zuckerlésung usw. ein- 
wirken gelassen. Der mit Watte verschlossene Kolben wird 
zur Mischung mit dem CaCO, und Versorgung mit Sauerstofi 
dauernd geschiittelt; dabei war die Anordnung so ihnlich wie 
bei der Willstitterschen Schiittelbirne. In einer Anzahl 
von Versuchen wurde statt des Schiittelns in entsprechender 
Weise geriihrt, doch mit schlechterem Erfolg. Auch die 
Durchleitung von Luft bewahrte sich nicht so gut. 


Unter Fortlassung einer gréBeren Anzahl von Versuchsreihen seien 
zur Demonstrierung der Brauchbarkeit der Methode die Versuchsreihen 3 
und 7 angefiihrt: Versuchsreihe 3. Es wurden hier 2 Versuche unter 
Schiitteln durchgefiihrt im Vergleich mit gewéhnlichen Versuchen (,,iiber- 
tragene Pilzdecken“). Entwicklung der Pilzdecken mit je 30 cem der 
Nihrlésung I in bekannter Weise. Temperatur wihrend des Schiittelns 32° 
bis 38°. Versuchsdauer 4 Tage (Tab. V). 

In Versuchsreihe 7 wurden die Pilzdecken (St. II) in analoger 
Weise wie friiher zur Entwicklung gebracht und je zwei nach dem 
Waschen und Verreiben mit CaCO, mit je 30 cem 5 °/,iger Glucoselésung 
48 Stunden geschiittelt. Die sonstige Versuchsanordnung sowie die 

















Analysenergebnisse gehen aus Tab. V. hervor; es sind dort die Mittel- ( 
werte aus je drei gleichartigen Versuchen angefiirt. ; 
] 
Tabelle V. 
Analysenwerte | 
2 i 2 I g wm | 4  Ca-Gluconat = r: 
S : = & x = | a wL Se! SS ty 

~ 2k * a | seo, et. |4E 
o = oo N o 1 o & R Osie’tsa . 
Pa) 38 || a lfsla*|se* 1: 

=e | J le ‘oe 
a ee 2 | I 
11 Pilz- 0 0,60 0,860 2,88 268 — 2,58 d 
12 | decken 0 0,54 0,403 3,22 291 — 2,72 ( 
13 verrieb. | 0,5 cem | 0,41 | 0,470 3,70 3,35 — fast d 
14 Mycel Toluol | 0,45 | 0,471 38,71 | 3,42 —  viollig g 
35—40 ‘ 0 0,56 | 0,14 | 1,15 |) — | 0,79 | 1,88 , 
41—46 “ Toluol | 0,37 Spur Spur) — 0 0,29 I 
0,01 °/, | s 

47—52 " Uspulun | 0,54 0,15 = 1,22 a= 0,41 1,5 














Die Ergebnisse der Versuchsreihe 7 sowie der sonstigen 


durchgefihrten Versuche zeigen, daB zerkleinertes Mycel unter 


ag 
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den gewihlten Versuchsbedingungen eine stark ausgeprigte 

Fahigkeit zur Gluconsiurebildung besitzt. Diese Fahigkeit 

ist zweifellos durch die Gegenwart eines Oxydationsenzyms im 
: Mycel bedingt, wohl die von Miiller’) aufgefundene ,,Glucose- 
, Oxydase“. Bei Betrachtung der Ergebnisse der Versuchsreihe 7 
| ist bemerkenswert, da8 Gluconsiurebildung in dauernder Gegen- 
wart von Toluol?) nicht stattfindet. Dieses Ergebnis spricht 
in keiner Weise gegen die Anschauung, daB die unter den 
gewaihlten Versuchsbedingungen stattfindende Gluconsiure- 
bildung enzymatisch bedingt ist, obwohl Toluol kein Enzymgift 
darstellt, sondern bildet eine Parallele zu den bei der Hefe- 
girung gemachten Befunden. Ich zitiere die betreffenden Er- 
' gebnisse nach Oppenheimer?) wortlich, da sie wohl in Analogie 
. auf die hier gemachten Beobachtungen anwendbar sind: ,,Die 
; Zymase ist, solange sie nicht vorher ... aus dem Zusammen- 
hange mit der Zellsubstanz befreit ist, gegen Narkotika ebenso 
empfindlich wie die lebende Zelle; ihre .,.Enzymnatur“, d. h. 
Unempfindlichkeit gegen Toluol wichst in dem MaBe, wie sie 
A von der Struktur der Zellsubstanz losgelést wird ...“. Im 

Gegensatz zu Toluol iibte 0,01°/, Uspulun keine hemmende 

Wirkung auf die Saurebildung durch verriebenes Mycel aus. 

Das fiir die Gluconsiurebildung Gesagte gilt ebenso fiir die 
: Oxalsiurebildung. 


we —~ - 


Ve = FS 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


Verriebenes Pilzmycel vermag unter bestimmten Be- 
dingungen Saurebildung aus Glucose hervorzurufen. Das hier- 
bei beobachtete Auftreten von Glucon- und Oxalsiiure deutet 
darauf hin, da& diese Prozesse enzymatischer Natur sind. 
Citronensiurebildung konnte unter den eingehaltenen Be- 
dingungen nicht festgestellt werden. Die beschriebene Methodik 
scheint nach weiterem Ausbau geeignet zu sein, in die Enzym- 
chemie der durch Pilze bewirkten Siurebildungsvorginge Ein- 
blick zu verschaffen. 





') Miller, Chem. Ztg. Bd. 50, S. 101 (1926). 
n 2) Der Toluolzusatz mu8 dauernd erneuert werden. 


r ’) Oppenheimer, Fermente Bd. I, S. 413 (1925). 











Zur Kenntnis der Gallensduren. 
XXI. Mitteilung. 


Von 


Martin Schenck und Henry Kirchhof. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinar-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Juni 1928.) 


Weitere Untersuchungen tber stickstoffhaltige Abkommlinge 
der Biliansaure. 


In den beiden letzten Mitteilungen?) haben wir zwei schén 
krystallisierende, blau gefiirbte Nitrosoverbindungen beschrieben, 
von denen die eine (C,,H,,NO,) durch Salpetersaure aus Bilian- 
siuredioxim (I) gebildet wird, wahrend die andere (C,,H,,N,O,) 
aus dem Umlagerungsprodukt entsteht, das durch heife, starke 
Schwefelsiure aus dem Dioxim gewonnen wird und fiir das wir 


die Strukturformel I] angenommen haben. 





NOH 
| 
C CO NH 
~* | | 
Ii,C CH CH, m1 CH 
| | {csths-Coon | | $C,,Hi,*> COOH 
HC CH CH cH 
Pe Pilla dl 
I COOH C———(CH, Il COOH C———CH, 
| | | 
| 1 NH 
| | | 
COOH CH C=NOH COOH CH CO 
CH, CH, CH, CH, 
Biliansiiure-dioxim, C,,H,,N.O, Biliansiiure-iso-dioxim, C,,H;,N,0, 





1) Diese Zs. Bd. 175, S. 135 (1928) und Bd. 176, S. 187 (1928). 
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Beide Nitrosokérper verhalten sich in ihren Reaktionen 
ganz uhnlich, in beiden diirfte die Nitrosogruppe am C-Atom 12 
haften, auBerdem ist eine Briickenbindung oder Doppelbindung 
anzunehmen; wir hatten die erstere bevorzugt, weil die Stoffe 
Bayers Reagens nicht momentan entfirben. Auf Grund der 
unten zu beschreibenden Versuche mit Zinkstaub und Eisessig 
méchten wir aber jetzt die Anwesenheit einer Doppelbindung; 
die vermutlich zwischen den C-Atomen 12 und 11 liegen wird, 
fiir ebenso wahrscheinlich halten. Man kann somit fir die 
beiden Nitrosoverbindungen die Strukturformeln III und IV 
aufstellen, wobei zu bemerken, daB in dem Symbol IV die 
Stellung des Stickstoffs in Ring II hypothetisch ist, er kénnte 
auch auf der anderen Seite der CO-Gruppe sich befinden. 


. NO 
| 
en. C 
— Fi 
HE sm, 0 
| {c.t4-coon | | | c.th,-COOH 
CH CH CH CH 


III COOH C———CH, IV COOH C———CH, 


| 


| I NH 
| | 

COOH CH CO COOH CH CO 
a i ae a i al 
CH, CH, GH, CH, 


Nitrosoverbindung, C,,H,,NO, Nitrosoverbindung, C,,H,,N,O, 

Wie bereits mitgeteilt, werden die beiden Substanzen 
durch iiberschiissige Lauge entfarbt, indem die Nitrosogruppe 
abgespalten wird. Man kann annehmen, daf die NO-Gruppe 
zunachst durch Hydroxyl ersetzt wird, worauf Bindungsverschie- 
bung erfolgt. Jedenfalls entsteht aus dem Nitrosokérper III: 
Biliansiure (V), wihrend aus IV eine Verbindung C,,H,,.NO, 


4**35 
gebildet wird, fiir die wir das Strukturbild VI angenommen 


haben. 

Der Kérper C,,H,,NO,; existiert in zwei verschiedenen 
Formen. Beide Formen entstehen auch, wie ebenfalls schon 
erwahnt wurde, bei der Oxydation des Builiansiuredioxim- 
Umlagerungsproduktes in sodaalkalischer Lésung mit Per- 
manganat bei Dampfbadtemperatur. 
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CO CO 
Fe PF ae 
CH, CH CH, CH 
| | | c,.11-co0n | | | Cthy- COOH 
CH CH CH CH 
Pi, Ot PP OP 
¥ Coon. Cc ——e VI COOH C————CH, 
| | 
NH 
| 
COOH CH CO COOH CH CO 
Ye ee a 
CH, CH, CH, CH, 
Biliansiure, C,,H,,0, Verbindung C,,H,;NO, 


Wir haben uns inzwischen mit dem Studium der Kin- 
wirkung von Zinkstaub und Eisessig auf die beiden Nitroso- 
verbindungen beschiftigt. Aus dem Koérper III entsteht dabei 
eine Substanz, die sich wie ein Monoxim der Biliansiure ver- 
hilt, d.h. sie besitzt die Zusammensetzung C,,H,,NO,, liefert 
beim Kochen mit Salzsiure Biliansiure und auBerdem einen 
Stoff, der mit Fehlingscher Lésung bereits bei gewéhnlicher 
‘Temperatur reagiert. Behandelt man das Reduktionsprodukt 
C,,H,,.NO, mit Salpetersiure, so wird der blaue Koérper 


C,,H,,NO, (III) zuriickerhalten. Nach unseren bisherigen An- 


nahmen kommt fiir die Substanz C,,H,,.NO, von den beiden 
méglichen Monoximen der Biliansiiure dasjenige in Frage, 
welches die Isonitrosogruppe am Ring III trigt (Formel VII). 
(Vgl. auch das weiter unten beschriebene Verhalten ver- 
schiedener Oxime gegeniiber Salpetersiure). 

Die Nitrosoverbindung IV liefert mit Zinkstaub und Kis- 
essig einen K6rper, der nach Reinigung durch Umkrystallisieren 
mit dem Biliansiuredioxim-Umlagerungsprodukt identifiziert 
werden konnte. Das véllig analoge Verhalten der beiden 
Nitrosokérper und die Tatsache, daB aus III durch Zinkstaub 
und Kisessig Biliansiiture-monoxim gebildet wird, legten den 
Gedanken nahe, daB vieleicht auch in dem Umlagerungsprodukt 
statt des bisher angenommenen Lactamringes [II (Formel II) 
ein Ketoximring III enthalten sei (Formel VIII). Tatsichlich 
liefert das Umlagerungsprodukt beim Kochen mit Salzsiure 
einen Stoff, der Fehlingsche Loésung reduziert, und es wird 
auBerdem eine Verbindung erhalten, die mit VI identisch ist, 
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und zwar wieder in den beiden verschiedenen, ineinander 
iiberfiihrbaren Formen. Den Kérper VI haben wir jetzt also 
nach drei verschiedenen Methoden herstellen kénnen. 


NOH NOH 
! | 
C C 
CH, CH | H,C CH 
| 7 CioH\,- COOH | mz | }|C,,H,,-COOH 
cH CHI : HCO }»©6 CHI 
a ee ee 
VII COOH C—-——CH, Vill COOH C————CH, 
| 11 NH 
| | 
COOH CH CO COOH CH CO 
a it al i 
CH, CH, CH, CH, 
Biliansiure-monoxim, C,,H,.NO, Biliansiure-iso-dioxim, C,,H,,N,0, 


Schon bei Untersuchung des Umlagerungsproduktes, das 
aus Isobiliansiure-dioxim unter dem EinfluB heiBer, starker 
Schwefelsiure entsteht, konnten wir feststellen, daB beim 
Kochen mit Salzsiiure 50°/, des Stickstoffs abgespalten wurden 
und eine Verbindung von der Zusammensetzung C,,H,,NO, 
— in Gestalt eines Chlorhydrats — sich isolieren lieB.?) 
Wir haben diese Beobachtung unter der Annahme, daB 
auch dieses Umlagerungsprodukt einen Lactamring III enthilt 
‘also in seiner Konstitution dem Kérper II ganz analog ist) zu 
erkliren versucht (a. a. O.), miissen aber gestehen, daB uns 
diese Erklirung nie recht befriedigt hat. Viel einfacher ist 
der Befund zu deuten, wenn man fiir das Isobiliansiure- 
umlagerungsprodukt die Strukturformel IX zugrunde legt, es 
ist dann beim Kochen mit Salzsiiure unter Abspaltung der 
Isonitrosogruppe und Aufspaltung des Lactamringes II eine 
Aminosiure von der Zusammensetzung C,,H,,NO, und von der 
Strukturformel X zu erwarten. Zu diesem Ausdruck stimmen 
die von uns erhaltenen analytischen Daten gut (er unterscheidet 
sich ja auch von der friiher angenommenen Formel nur um 
2 Wasserstoffatome), nur die van Slykesche Aminostickstoff- 
bestimmung ergab zu geringe Werte, ein Befund, der noch der 





!) Diese Zs. Bd. 175, S. 135 (1928). 
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Klarung bedarf. Erwiahnt sei, da8 wir auch bei dem Iso- 
biliansiiure-Umlagerungprodukt nach Kochen mit Salzsiure das 
abgespaltene Hydroxylamin durch Fehlingsche Lésung nach- 
welsen konnten. 


NOH 
C CO 
am, ie 
CH, CH CH, CH 
| | {ost COOH | |Cu.Hhy:COOH 
CH C CH H 
Ma | rae 
IX CH, C———CH, X CH, C———CH, 
| 
| NH | NH, 
| 
COOH CH CO COOH CH COOH 
i ail i al 
COOH CH, COOH CH, 
Isobiliansiiure-iso-dioxim, C,,H,,N,0, Aminosiure, C,,H,,NO, 


Der Grund, weshalb wir in den Umlagerungprodukten 
der Dioxime von Biliansiure und Isobiliansiiure den zweiten 
Lactamring III angenommen haben, war der, daB M. Schenck 
bei einem vor mehreren Jahren ausgefiihrten Versuch?) nach 
einstiindigem Kochen des Biliansiurederivates mit 20°/,iger 
Salzsiure und weiterer Verarbeitung der Lésung einen Kérper 
isolieren konnte, der zwei Stickstoffatome im Molekiil enthielt, 
der Zusammensetzung C,,H,.N,O, entsprach und sich (ohne 
Formol) dreibasisch titrieren lie8, wihrend auf Formolzusatz 
eine vierte Carboxylgruppe deutlich in die Erscheinung trat. 
Dieses Ergebnis war am einfachsten so zu erkliren, daB von 
zwei im Umlagerungsprodukt (C,,H,,N,0,) anzunehmenden 
Lactamringen der eine aufgespalten worden, der andere aber 
unverindert geblieben war. Man muB8 jetzt der Beobachtung 
Schencks eine andere Deutung geben. Geht man von der 
nunmehr bewiesenen Strukturformel VIII fiir das Umlagerungs- 
produkt aus, so muf natiirlich beim einstiindigen Kochen mit 
Salzsiure die Isonitrosogruppe quantitativ abgelést werden, 
wiihrend der Lactamring IJ in mehr oder weniger grofem 
Umfange eine Aufspaltung erleiden wird. Man hat somit ein 





1) Diese Zs. Bd. 104, S. 284 (1919). 
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Produkt von der Strukturformel XI zu erwarten. Dieses 
Produkt ist auch zweifellos zunichst entstanden. Nun vollzog 


NOH 
CO C 
P ilflins Pilla 
CH, GH CH, CH 
| | \oH,,-COOH ’ lo.H,,-COOH 
CH CHi CH CH 
gl Ml Pn ail 
XI COOH G——cH, Xl Coon G——cH, 
| 
| NH, NH, 
COOH CH COOH COOH CH COOH 
GH, 4H, CH, CH, 
Aminosiure, C,,H;,NO, Aminosdure, C,,H;.N,0, 


sich die weitere Verarbeitung der gekochten salzsauren Lésung 
in folgender Weise. Die Flissigkeit (die noch das abgespaltene 
Hydroxylamin enthielt!) wurde im Vakuum iiber Atzkalk bei 
gewOhnlicher Temperatur zur Trockne gebracht, was mehrere 
Tage in Anspruch nahm, und aus dem Riickstand iiber eine 
Kupferverbindung der Koérper C,,H,,N,O, gewonnen. Bei dem 
Einengen im Vakuum ist offenbar durch ,saure Oximierung“ 
ein Wiedereintritt der Isonitrosogruppe in das Molekiil erfolgt, 
so daB eine Substanz von der Struktur XII entstehen muBte. 
Kin solcher Stoff entspricht natiirlich in der Zusammensetzung 
und den EKigenschaften (Aciditat) den von Schenck gemachten 
Beobachtungen. Die friiher fiir den Koérper C,,H,,N,O, ge- 
wahlte Bezeichnung: ,,Biliansiiure-isoxim-aminocarbonsiure“ ist 
daher durch den Namen: ,,Biliansiure-oxim-aminocarbonsiiure“ 
zu ersetzen. Wir werden versuchen, die Richtigkeit der neuen 
Auffassung von der Entstehungsweise der Substanz C,,H,.N,O, 
auf einem anderen Wege zu bestiitigen. 


Jedenfalls hat sich die bemerkenswerte Tatsache ergeben, 
daB bei der Umlagerung des Biliansiiure-dioxims (und dasselbe 
gilt fiir die entsprechende Isobiliansiiureverbindung) nicht, wie 
bisher angenommen, beide Ketoximringe die Umwand- 
lung erfahren, sondern nur einer und zwar kann dies 
nach dem gesamten bisher vorliegenden Beobachtungsmaterial 
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nur Ring II sein, derselbe Ring also, der auch bei der Um- 
lagerung der Oxime der Desoxybiliansiure und Isodesoxybilian- 
siiure erweitert wird. Die in friiheren Mitteilungen fiir die Um- 
lagerungsprodukte des Biliansiure- und Isobiliansiure-dioxims 
gelegentlich gebrauchte Benennung ,,Diisoxim“ ist daher nicht 
zutreffend, man bezeichnet die genannten Produkte richtiger 
als ,,[so-dioxime“. 

Nimmt man, wie oben geschehen, in der Nitrosoverbindung 
C,,H3,,N,0, (IV) eine Doppelbindung (statt einer Briicken- 
bindung) an, so mu8 méglicherweise dem bei langerer Hin- 
wirkung von Salpetersiure auf Biliansaiure-iso-dioxim (VIII) bzw. 
aus IV entstehenden ,,Nitro“-Kérper: C,,H,,N,0,,1) eine um 
2 Wasserstoffatome reichere Formel wane werden. Die von 
uns seinerzeit erhaltenen analytischen Werte stehen auch mit 
einer solchen Formel in Kinklang. Wir gedenken, durch 
weitere Versuche diese Frage zu kliren. 

Bereits in unseren beiden letzten Mitteilungen (vgl. S. 280, 
FuBnote) hatten wir erwihnt, daB auBer Biliansiure-dioxim 
und seinem Umlagerungsprodukt auch Isobiliansaure-iso-dioxim 
mit Salpetersiure sich blau farbt, wihrend die Isoxime der 
Desoxybiliansiure und Isodesoxybiliansiure diese Reaktion 
nicht geben. Wir haben noch einige andere stickstoffhaltige 
Derivate von Gallensiuren auf ihr Verhalten gegeniiber 
Salpetersiure gepriift. Dabei hat sich ergeben, daB auch 
Isobiliansiuredioxim eine blaue Lésung liefert, aus der sich 
auf Wasserzusatz ein hellblau gefarbter Stoff ausscheidet. 
Ferner geben Dioxim der Reduktodehydrocholsiure und Tri- 
oxim der Dehydrocholsiiure Blaufirbung und aus den Lé- 
sungen werden in beiden Fallen durch Wasser mattgriin 
gefirbte Substanzen, die noch der weiteren Untersuchung 
harren, gefallt. Dagegen reagieren Dioxim und Isodioxim der 
Dehydrodesoxycholsiure nicht unter Bildung einer blauen 
Lésung. Es scheint also, soweit die gepriiften Verbindungen 
in Frage kommen, die Isonitrosogruppe am C-Atom 12 zu 
sein, die fiir den positiven Ausfall der Reaktion verantwortlich 


1) Diese Zs. Bd. 176, S. 190 (1928). 





Zur Kenntnis der Gallensiiuren. 287 


zu machen ist. Diese Gruppierung ist dadurch gekennzeichnet, 
daB sie sich zwischen einer Methylengruppe und dem C-Atom 11, 
da8 wahrscheinlich tertiir?) ist, befindet, und vielleicht spielt 
der tertiire Charakter dieses Kohlenstoffatoms bei der Ent- 
stehung der Nitrosoverbindung eine Rolle. Im iibrigen kann 
man sich tiber die Bildung des Nitrosokérpers aus dem 
Oxim?) und die Riickverwandlung des ersteren in das letztere 
verschiedene Vorstellungen machen. Bestimmte Anhaltspunkte, 
wie in Wirklichkeit die Uberginge sich vollziehen, haben sich 
noch-nicht ergeben. DaB es sich bei diesen Ubergiingen nicht 


um eine einfache Isomerisation: —=C=NOH 2 =CH(NO) 
handelt, dafiir sprechen, abgesehen von den — fiir sich allein 
allerdings nicht Ausschlag gebenden — analytischen Daten, 


mancherlei Griinde: die Nitrosoverbindung bildet sich unter 
dem EinfluB von Salpetersiure, nicht von anderen Sauren 
(HCl, H,SO,); die Entfarbung des Nitrosokérpers erfolgt durch 
Zinkstaub und Kisessig, nicht durch EKisessig allein; die Ent- 
stehung der Verbindungen V und VI aus III bzw. IV wiirde 
bei Annahme von Formeln (fiir JI] und IV), die um 2 Wasser- 
stoffatome reicher sind, nicht ohne weiteres verstiindlich sein 
und dergleichen mehr. 


Versuche. 


1. Einwirkung von Zinkstaub und Hisessig auf die | 
Nitrosoverbindung C,,H,,NO, (III). 3g des Nitrosokérpers 
wurden mit 30 ccm Eisessig versetzt und das Gemisch zum 
Sieden erhitzt, wobei keine vollstiindige Lésung eintrat. Dann 





1) H. Wieland, O.Schlichting u. R. Jacobi, Diese Zs. Bd. 161, 
S. 80 (1926). — Anmerkung bei der Korrektur. In ihrer letzten 
Mitteilung [Diese Zs. Bd. 177, S. 68 (1928)] bringen H. Wieland und 
F. Vocke allerdings Material dafiir bei, da®B C-Atom 11 nicht tertiiir, 
sondern quartir ist. Man kéunte dann in unseren Formeln HI und 1V 
die Doppelbindung zwischen C’ und C'* annehmen. 

%) Die Reaktion hat wohl eive gewisse Verwandtschaft mit der 
Bildung von blau_ gefirbten Chlornitrosoverbindungen der Formel: 
R,:CClNO) bei der Einwirkung von Ké6nigswasser auf Ketoxime, 
H. Rheinboldt, Zs. angew. Chem. Bd. 40, S. 677 (1927). 
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gab man 3g Zinkstaub hinzu und kochte weiter, bis nach 
kurzer Zeit Entfirbung erfolgte. Die heiBe Lésung saugte 
man vom Zinkstaub ab und versetzte das erkaltete Filtrat 
mit 90 com Wasser. Das ausgefallte weiBe Reaktionsprodukt, 
dessen méglichst vollstiindige Ausscheidung durch Reiben mit 
dem Glasstab begiinstigt wird (Ausbeute: etwa 2 g), war in 
Sodalésung klar léslich; man léste es hei® in wenig LHisessig 
und gab nach dem Erkalten etwa die 3fache Raummenge 
Wasser hinzu. Es entstand eine nicht deutlich krystallinische 
Fiillung (F), die abgesaugt wurde, das Filtrat schied beim Stehen 
eine weitere Menge des Produktes in gut krystallisierter Form 
aus (Fraktion A). Fillung F wurde in Sodalésung gelést und 
nach Ansiiuern mit Essigsiure beim Stehen des Gemisches 
ebenfalls in krystallisiertem Zustand erhalten (Fraktion B). 
Beide Fraktionen wiesen in Krystallform und Zusammensetzung 
keinen Unterschied auf. Sie krystallierten beide in Nadeln oder 
Prismen, die hiufig sternformig gruppiert waren. Vielfach 
sind die langen Kanten abgerundet, so da wetzsteinartige 
oder linglich-ellipsoidférmige Gebilde entstehen. Analyse der 
bei 110—115° getrockneten Stoffe: 


A. 0,1049 g Substanz gaben 0,2380 g CO,, 0,0737 g H,0. 


e 0,1927 g _ lieferten 4,9cem N bei 15° u. 753,2 mm Hg. 
C.,H,,NO, Ber. 61,91°/, C 158"), 3,01°/, N 
Gef. 61,90 7,86 2,99, 
B. 0,1241 g Substanz gaben 0,2816 g CO,, 0,0876 g H,0. 
0,2020 g ‘i lieferten 4,85 cem N bei 15° u. 754,2 mm Hg. 
Gef. 61,90 °/, C 7,90°/, H 2,82 /, N. 


Beim Erhitzen im Schmelzréhrchen lieB sich bei den zwei 
Stoffen eine Differenz feststellen: wiihrend A sich, nach vor- 
hergehendem Sintern, bei 240—242° unter Aufschiiumen zer- ! 
setzte, war dies bei B bereits 10° frither (280—232% der Fall. : 
Es war wohl der Fraktion B eine kleine, analytisch nicht in | 
Erscheinung tretende Verunreinigung beigemischt. Nicht ganz | 
ausgeschlossen ist es, daB es sich dabei um ein Stereo- 
isomeres handelt, dessen Auftreten bei Annahme der Doppel- 
bindung zwischen C!* und C!! (Formel III) leicht erklirlich 
ware, 


tn. = a a  — 
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2. Hydrolyse des Reduktionsproduktes C,,H,,NO, 
durch Salzsiure. Wie oben erwihnt, wird der Kérper 
C,,H,;,NO, beim Erhitzen mit Salzsiure in Hydroxylamin und 
Biliansiure gespalten und kennzeichnet sich hierdurch als ein 
Oxim dieser Saure. 

Kine kleine Probe der Substanz wurde im Reagensglas 
einige Minuten mit 10°/,iger Salzsiiure gekocht; nach dem 
Erkalten filtrierte man vom Ungelésten ab, machte das Filtrat 
alkalisch und gab Fehlingsche Lésung hinzu: schon nach 
ganz kurzer Zeit erfolgte bei gewohnlicher Temperatur Reduktion. 

0,6 g des Stoffes C,,H,,.NO, brachte man mit 16,5 ccm 
25°/,iger Salzsiure und 1,5 ccm Wasser zusammen. Ks trat 
Lésung ein, alsbald aber schied sich, namentlich beim Schiitteln, 
eine weiBe Masse aus, die offenbar aus einem Chlorhydrat des 
Reduktionsproduktes bestand. Ohne Riicksicht hierauf zu 
nehmen, erhitzte man das Gemisch auf dem Dampfbad, Dabei 
entstand eine klare Lésung, die aber schon nach kurzer Zeit 
einen anderen, krystallinischen Stoff auszuscheiden begann. 
Nach etwa einstiindigem Erhitzen lie} man erkalten, saugte 
die Krystalle ab, wusch sie mit Wasser nach und ldste sie 
nach dem Trocknen (Ausbeute: 0,47 g) in 80 ccm siedenden 
Wassers auf. Beim Abkiihlen schieden sich flache Nadeln 
aus, die groBe Ahnlichkeit mit einer Probe notorischer, eben- 
falls aus Wasser umkrystallisierter Biliansiure zeigten. Bei 
dieser Gelegenheit sei darauf hingewiesen, daB die Biliansiiure 
aus ihrer heiBen wiBrigen Lésung in sehr vielgestaltiger Form 
herauskommen kann: bald sind es feine Nadeln, bald derbere 
Prismen, bald flache Nadeln, die Ubergiinge zu Tafeln zeigen, 
bald ausgesprochene Blattchen oder Tafeln. Mitunter wandeln 
sich die Nadeln auch in kleine, kompakte, glinzende Krystalle 
um, wie sie in unserer letzten Mitteilung beschrieben wurden. 
Die aus dem Kérper C,,H,,NO, erhaltene Verbindung, die 
sich als stickstofffrei erwies, zersetzte sich, mit notorischer 
Biliansiure zusammen an demselben Thermometer erhitzt, 
ebenso wie diese bei 276°, auch nach Mischen der beiden 
Stoffe wurde der gleiche Zersetzungspunkt gefunden. Analyse 
des bei 120° getrockneten Spaltungsproduktes: 








290 Martin Schenck und Henry Kirchhof, 


0,1288 g Substanz gaben 0,3022 g CO,, 0,0900 g H,0. 
CHO Ber. 63,97 °/, C 7,61 °/, H 
Gef. 64,01 7,82. 

3. Verhalten des Reduktionsproduktes C,,H,,NO. 
gegen Salpetersiure. DaS das Reduktionsprodukt (Monoxim 
unter dem EinfluB von Salpetersiure ebenso wie Biliansiure- 
dioxim in die Nitrosoverbindung C,,H,,NO, iibergehen wiirde, 
war zu erwarten. In der Tat lieB sich diese Verwandlung 
unter den gleichen Bedingungen wie beim Dioxim?) verwirk- 
lichen. Bei der Reaktion waren indessen zwei Unterschiede 
im Vergleich zum Verhalten des Dioxims gegen Salpetersiure 
festzustellen: Kinmal vollzog sich die Kinwirkung der HNO, 
ohne die lebhafte Gasentwicklung, wie sie beim Dioxim be- 
obachtet und auf die Zersetzung der einen, abgespaltenen Iso- 
nitrosogruppe bezogen wurde. Ks ist das leicht verstindlich; 
da ja dem Monoxim diese letztere Gruppe fehlt. Der andere 
Unterschied lag darin, daB sich beim Monoxim die Nitroso. 
verbindung, die in reinem Zustande in starker Salpetersiure 
(D. 1,4) schwer léslich ist, wahrend der Reaktion aus der 
Lésung gréBtenteils ausschied. Beim Dioxim blieb dagegen, 
wie a. a. QO. beschrieben, die blaue Lésung klar und erst aut 
Zugabe von Wasser wurde der Nitrosokérper gefallt. Ver- 
mutlich entstehen bei der Reaktion des Dioxims in gewissem 
Umfange irgendwelche Nebenprodukte, welche die Léslichkeit 
des Hauptproduktes beeinflussen. Der aus dem Monoxim er- 
haltene Nitrosokérper, dessen mdglichst vollstandige Ausschei- | 
dung man durch Zusatz von Wasser erzielte (Ausbeute: 1,6 g 
aus 2g Monoxim), wurde wie friiher aus 70°/,iger und dann 
aus 50°/,iger Essigsiiure umkrystallisiert und man erhielt auf 
diese Weise wieder die schénen, hellblau gefirbten, silber- 
oder seidengliinzenden Nadeln. Sie zersetzten sich ebenso wie 
das aus dem Dioxim s. Zt. erhaltene Material bei 236—238° 
unter Aufschiumen, eine Mischung beider Stoffe zeigte das 
gleiche Verhalten. Analyse des aus dem Monoxim hergestellten, 
bei 110° getrockneten, blauen Kérpers: 


1) Diese Zs. Bd. 176, S. 194 (1928). 











- Reduktionsprodukt verglichen, gleichfalls bei 258— 260°, ebenso 
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0,1270 g Substanz gaben 0,2886 g CO,, 0,0846 g H,O. 


0,2243 g * lieferten 5,6 ccm N bei 16,5° und 760,2 mm Hzg. 
C.,H,,NO, Ber. 62,18°/, C 7,18°', H 3,02°/, N 
Gef. 62,00 7,45 2,94. 


4, Kinwirkung von Zinkstaub und Eisessig auf die 
Nitrosoverbindung C,,H,,N,O, (LV). 3g des Nitrosokérpers 
wurden mit 15 ccm EKisessig zusammengebracht und das Ge- 
misch zum Sieden erhitzt. Es trat keine vollstindige Lésung 
ein; ohne Riicksicht hierauf zu nehmen, gab man 3g Zink- 
staub hinzu und kochte weiter, bis nach kurzer Zeit die 
Mischung farblos geworden war. Nach Zugabe von 15 ccm 
Wasser wurde nochmals erhitzt, dann filtriert und das Filtrat 
nach dem Erkalten mit 60 ccm Wasser versetzt. Den hier- 
durch erzeugten krystallinischen Niederschlag léste man in 
Sodalésung, suerte die Flissigkeit mit 10°/,iger Essigsiure 
an, saugte die von neuem entstandene Fillung nach einiger 
Zeit ab, wusch sie mit Wasser aus und trocknete sie (Aus- 
beute: 2,43 g). Da mit Soda eine klare Lésung entsteht, kann 
das Auflésen und Wiederausfillen auch unterbleiben. In 
einigen Fallen lieB sich das Rohprodukt durch einfaches Um- 
krystallisieren aus heiBem Wasser in Nadeln oder Prismen 
vom Zersetzungsp. 258—260° iiberfiihren. Meist aber lag der 
Zersetzungspunkt wesentlich tiefer, weil noch ein anderer, in 
heigem Wasser leichter léslicher Stoff beigemengt war; viel- 
leicht handelt es sich dabei um einen stereoisomeren Kérper 
ivgl. oben S. 288). Die Reinigung lie8 sich dann in der Weise 
erreichen, daS man das Rohprodukt zweimal mit einer kleinen 
Menge Wasser auskochte und das Ungeléste jedesmal mit siedend 
heiBem Wasser auswusch. Der Filterriickstand gab dann nach 
dem Umkrystallisieren aus Wasser die Krystalle vom Zer- 
setzungspunkt 258—260°. Biliansiiure-iso-dioxim, das in der 
friiher beschriebenen Weise!) hergestellt und ebenfalls aus 
Wasser umkrystallisiert worden war, zersetzte sich, mit dem 


verhielt sich eine Mischprobe. Ubrigens wird der Zersetzungs- 


1) Diese Zs. Bd. 89, S. 365 (1914). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXNXVII, 20 
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a 


punkt je nach der Schnelligkeit des Erhitzens bald hoher 
(265°), bald tiefer (255°) gefunden. Analyse des aus dem 
Nitrosokérper IV erhaltenen und bei 120° getrockneten Re- 
duktionsproduktes (a, b, c: Proben verschiedener Herstellung’: 
a) 0,1948 g Substanz lieferten 9,6 cem N bei 20,5° u. 753 mm Hy 

b) 0,1110 g me gaben 0,2428 g CO,, 0,0782 g H,0. 
0,1759 ¢ " lieferten 8,3 cem N bei 14,5° u. 757,5 nm H; 

ce) 0,1137 g - gaben 0,2500 g CO,, 0,0795 g H,O. 


C,,H,N,O, Ber. 59,979/, C —-7,55°/,) H —-5,88°/, N 


Gef. a) — — 5,68 
b) 59,67 7,85 5,58 
c) 59,98 7,82 7 


Als fiir uns die Identitat des aus der Nitrosoverbindung 1\ 
mit Zinkstaub und Eisessig hergestellten K6rpers mit Bilian- 
siiure-iso-dioxim noch nicht feststand, hatten wir beobachitet, 
dab das Reduktionsprodukt mit Salpetersiure unter den gleichen 
Bedingungen, wie sie bei der Bereitung von IV aus dem I[so- 
dioxim eingehalten wurden, einen blau gefirbten Stoff lieferte, 
der durch sein Verhalten im Schmelzréhrchen und durch die 
Mischprobe mit IV identifiziert werden konnte. Bemerkt sei, 
daB der blaue Koérper C,,H,,N,O, auBer in den friiher be- 
schriebenen Formen auch in Prismen krystallisieren kann, sowie 
da8 der Zersetzungspunkt (2830—232°) gelegentlich auch héher 
(238°) gefunden wird. Analyse des aus dem Reduktionsprodukt 
C,,H,,N,O, hergestellten blauen Stofies (Trocknen bei 120°): 


0,1190 g Substanz gaben 0,2638 g CO,, 0,0795 g H,O. 


0,1160 g . »  0,2561 g CO,, 0,0765 g H,O. 
C,.H,,N,0, Ber. 60,22 °/, C 116%, & 
Gef. 60,48, 60,23 7,48, 7,38. 


Beziiglich der gefundenen Kohlenstoftwerte vgl. die friihere 
Bemerkung.') Auch bei der Stickstoffbestimmung muB vor- 
sichtig verbrannt werden, da die Substanz namentlich im 
Anfang zu plotzlicher Zersetzung neigt, wodurch infolge Bildung 
nitroser Gase, die von der Spirale nicht geniigend reduziert 
werden, zu wenig Stickstoff gefunden wird. So ergaben zwel 


') Diese Zs. Bd. 175, S. 141 (1928). 
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Analysen ein Minus von 0,6 bzw. 0,4°/, N und erst eine dritte 
mit demselben Material ausgefiihrte Verbrennung lieferte einen 
einigermaBen stimmenden N-Wert: 


0,1207 g Substanz gaben 5,9 ecm N bei 18,5° u. 754,2 mm Hg. 
C,,H;,N.0, Ber. 5,86 °/, N Gef. 5,68%, N. 


Kventuell kénnte man eine zweite reduzierte Spirale vor- 
legen. 


Beim Erhitzen mit Salzsiiure lefert das Reduktionsprodukt 
C,,H,,N,0, unter Abspaltung von Hydroxylamin die Verbin- 
dung ©,,H,.NO, (VI), die in ihren beiden charakteristischen 
Hormen erhalten wurde (vgl. Versuch 5). 

5. Hydrolyse des Biliansiure-iso-dioxims durch 
Salzsiiure. Die Abspaltung des Hydroxylamins lieB sich 
durch Fehlingsche Lésung leicht nachweisen, die Isolierung 
des anderen Spaltungsproduktes geschah in folgender Weise. 

1 g Biliansiure-iso-dioxim (durch Umlagerung aus dem 
Dioxim gewonnen) wurde mit 10 ccm 20°/iger Salzsiure 
10 Minuten lang gekocht, die klare Lisung nach dem Erkalten 
mit 25ccm Wasser versetzt und die entstandene Fallung nach 
einiger Zeit abgesaugt und mit Wasser ausgewaschen. Dann 
léste man das Produkt in Sodalésung und fallte es mit Salz- 
siure wieder aus, worauf es beim Stehen sich in die friiher 
beschriebenen!), charakteristischen ,,kleinen Krystalle um- 
wandelte (Ausbeute: 0,33 g). Diese lieBen sich in bekannter 
Weise in die ,,Nadeln’ iiberfiihren. Schmelzpunkt der kleinen 
Krystalle: 200—205°, nach Mischen mit Material, das auf 
anderem Wege gewonnen war, keine Depression. Schmelzpunkt 
der Nadeln: 260°, auch hier ergab eine Mischprobe keine 
Erniedrigung. Fiir die Analyse wurden kleine Krystalle (a) 
und Nadeln (b) bei 120° getrocknet. 

a) 0,1142 g Substanz gaben 0,2601 ¢ CO,, 0,0804 g H,0O. 

0,2032 g a lieferten 5,3 eem N bei 15,5° u. 753,1 mm Hg. 

b) 01138 g  ,,  gaben 0,2584 g CO,, 0,0799 g HO. 

0,2034 g mn lieferten 5,2 cem N bei 18,5° u. 750,4 mm He. 


ee nD 


') Diese Zs. Bd. 176, S. 192 (1928). 
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C,,H,,NO, Ber.  61,91°/,C  1,58°/,H 3,01%, N 
Gef. a) 62,13 7,88 3,06 
b) 61,95 7,86 2.96. 


Worauf der Unterschied der ,,kleinen Krystalle“ und 
.Nadeln“ beruht, ist noch nicht ermittelt, man kénnte an 
Stereoisomerie denken (vgl. oben S. 288). Auch die Ver- 
schiedenheit der Formen der Biliansiure (vgl. 8. 289) ist viel- 
leicht durch Stereoisomerie bedingt. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, die uns 
bei Ausfiihrung vorstehender Arbeit durch eine Geldbeihuilfe 
unterstiitzte, sprechen wir hierfiir unseren verbindlichsten 
Dank aus. 








Uber die Bindungsverhialtnisse der Nucleinsdure in der Hefe. 


Von 


N. Ishiyama. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Juni 192s.) 


Unsere Vorstellungen iiber die chemische Zusammensetzung 
des wasser-, alkohol- und itherunléslichen Teiles der Zellkerne 
griinden sich im wesentlichen auf die Resultate, die an Képfen 
von Fischspermien gewonnen sind. Neben diesem Ausgangs- 
material sind vor allem die Kerne der Thymusdriise des Kalbes 
und die Kerne von Vogelblutkérperchen untersucht. Diese an 
tierischem Material erhaltenen Resultate nun auf pflanzliche 
Kernsubstanzen zu iibertragen, hat man zwar versucht, bisher 
aber hat man kein klares und eindeutiges Resultat erhalten. 
Wahrend man wei, daB die Spermienképfe des Herings sich 
aufteilen lassen in 75°/, Thymonucleinsiure und in 25°/, 
Protamin, und da die Kerne der Thymusdriise aus einem 
Salz der Thymonucleinsiure mit Histon bestehen, ist man 
schon iiber die Natur der im Pflanzenreich hauptsichlich vor- 
kommenden Nucleinsiure nicht mit der wiinschenswerten 
Sicherheit orientiert. 

Das bevorzugte Ausgangsmaterial fiir solche Unter- 
suchungen ist hier die Hefe gewesen und in ihr hat man eine 
Nucleinsiiure gefunden, die sich in wesentlichen Punkten von 
der Thymonucleinsiure unterscheidet. Ferner ist man bei 
den ersterwihnten Kernen tierischen Ursprungs tiber die der 
Siure zugehdrige basische Komponente (Protamin, Histon) ge- 
niigend unterrichtet — was die pflanzlichen Kerne anbetrifft, 
liegen auch hier die Verhiltnisse viel mehr im Unklaren. 

Trotz vieler, speziell darauf gerichteter Bemihungen ist 
es bisher nicht gelungen, einwandfrei aus Pflanzenkernen oder 
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aus Hefe einen basischen KiweiBkorper darzustellen, dem etwa die 
Rolle des Protamins oder des Histons im Pflanzenreiche zufiele. 

Man hat deswegen daran gedacht, daB auch ein ampho- 
terer KiweiBkérper die Absittigung der Nucleinsiure iiber- 
nehmen kénne, wenn nur dessen saure Valenzen durch irgend- 
welche anorganische Basen neutralisiert seien. So etwas kann 
natiirlich der Fall sein, sowohl bei tierischen wie pflanzlichen 
Zellkernen — denn im Tierreich findet sich ja auch nicht in 
jedem Zellkern ein basischer EKiweiBkérper — solange man 
aber nicht wirklich derartige Kérper isoliert und analysiert 
hat, ist es doch immer mehr oder weniger eine Verlegenheits- 
hypothese, ganz abgesehen davon, da man nicht recht ein- 
sehen kann, warum bei der Absiattigung der sauren Valenzen 
der Nucleinsiiuren nun ein EKiweifkérper dazwischengeschoben 
sein muB und diese Funktion nicht gleich von einer anorga- 
nischen Base iibernommen werden kann. 

In diesem Laboratorium sind nun schon hiufig Versuche 
unternommen worden, die zur Aufklirung der strittigen Ver- 
haltnisse dienen sollten, ich verweise hier nur auf die Unter- 
suchung von H. Steudel und T. Takahata), in der Hefe mit 
Kochsalzlésung extrahiert wurde in der Hoffnung, auf diese 
Weise einen basischen Koérper in das Kochsalzextrakt hinein- 
zubekommen. Das ist ihnen damals aber nicht gelungen und 
sie schlossen daraus, daB wahrscheinlich in der Hefe basische 
KiweiBkoérper nicht vorhanden waren. Die Méglichkeit bestand 
aber auch, daB durch eine einfache Extraktion mit Kochsalz- 
lésung sich der vorausgesetzte basische EKiweifkérper nicht 
aus seiner Bindung herauslésen lieB; ich habe deswegen noch 
einmal mit einer anderen Methodik versucht diese Frage zu 
untersuchen und habe mich dabei des Verfahrens bedient, dab 
von Mathilde Nelson-Gerhardt?) empfohlen ist. Nach ihr 
kann man aus Spermienpraparaten, in denen das Protamin 
infolge langerer Aufbewahrung ,in eine schwerlésliche Form 
oder in eine festere Verbindung mit anderen Bestandteilen der 
Spermien iibergegangen ist“, noch das Protamin extrahieren. 


1) Diese Zs, Bd. 133, S. 165 (1923). 
*) Diese Zs. Bd. 105, 8. 270 (1919). 
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Ks wurden also 100 g Trockenhefe mit einer Lésung von 
100 g Kupferchlorid in 1 Liter Wasser unter 6fterem Um- 
schiitteln im kochenden Wasserbade digeriert, nach 30 Minuten 
wurde die iiber der Hefe stehende Fliissigkeit vorsichtig ab- 
gegossen und abgesaugt, der Riickstand wieder mit der gleichen 
Menge Kupferchlorid in derselben Menge Wasser ein zweites 
Mal 30 Minuten im kochenden Wasserbade digeriert und dann 
eleichfalls das Geléste abgesaugt. Das Filtrat lie man im 
Kisschrank stehen, bis sich ein geringer anorganischer Nieder- 
schlag abgesetzt hatte, dann wurde es klar filtriert und zu 
dem Filtrat soviel konzentrierte Natriumpikratlésung zugesetzt, 
bis sich der entstehende Niederschlag gut zusammenballte. 
Dann wurde filtriert, mit wenig natriumpikrathaltigem Wasser 
nachgewaschen und der noch feuchte Niederschlag in Aceton 
unter Erwirmen gelést. Hierbei wurde vorsichtig soviel Wasser 
zugegeben, bis eine klare Lésung entstand. Ein Teil des 
Niederschlages ging hierbei nun nicht in Lésung, er wurde 
durch Filtration entfernt, und es wurde dann zu dem klaren 
Filtrat das halbe Volumen Alkohol zugefiigt und unter fleiBigem 
Umriihren soviel 20°/,ige Schwefelsiiure zugesetzt, bis kein 
weiterer Niederschlag mehr entstand. Man dekantiert mehrmals 
mit Alkohol, dann mit Ather, und wiischt dann den Niederschlag 
auf dem Filter mit Ather, bis das Filtrat wasserklar und 
farblos ist. Das im Exsiccator getrocknete Sulfat (etwa 0,5 g 
aus 100 g Trockenhefe) wird in Wasser gelést, mit einer salz- 
sauren Pepsinlésung versetzt (auf etwa 10g Sulfat kommen 
250 g Wasser, 0,1 g kaufliches Pepsin und 0,5 g HCl) und 
24 Stunden bei 37° verdaut. Es verschwindet dabei das ge- 
samte Sulfat und ein durch Pepsin nicht in Lésung zu bringen- 
der Kérper ist nicht vorhanden. 

Man muB aus diesen Versuchen schlieBen, daB in der 
Hefe kein protaminihnlicher Kérper vorhanden ist. Die Bin- 
dungsverhiltnisse der Hefenucleinsiure miissen also wesentlich 
anders sein wie diejenigen in den Fischspermien oder in den 
Kernen der Thymusdriise; tiber die Art dieser Bindung sagen 
aber auch die vorliegenden Versuche nichts. 











Uber Diglucosyltetrasulfid. 


Von 


Fritz Wrede und Otto Hettche. 


(Aus dem Physiologischen Iostitut der Universitat Greifswald, ) 
(Der Redaktion zugegangen am 23, Juni 1928.) 


Durch Umsetzen von Acetobromzuckern mit Kaliumsulfid 
in alkoholischer Lésung wurden Acetate von schwefelhaltigen 
Disacchariden erhalten, bei deren Verseifung schon krystallisierte 
Thiozucker entstanden.') Auch lieBen sich mit Kaliumdisulfid 
die entsprechenden Zuckerdisulfide gewinnen.’) 

Aus gewissen Gesichtspunkten heraus interessierte nun 
die Darstellung von Zuckern, die noch mehr als 2 Atome 
Schwefel enthielten. Da8B organische Polysulfide existieren, ist 
des 6fteren nachgewiesen worden.*) Wir versuchten anfanglich, 
auf Acetobromglucose eine alkoholische Lésung von Kalium- 
polysulfid (tri-, tetra- und pentasulfid) einwirken zu lassen. Hs 
gelang einige Male, krystallisierte Produkte zu fassen, deren 
Analyse auf die Anwesenheit von Polysulfid schlieBen lief. 
Beim Umlésen und Umkrystallisieren schien sich aber Schwefel 
abzuspalten, so da8 zuletzt immer nur das schon bekannte 
Octaacetyldiglucosyldisulfid erhalten wurde. 





1) Z. B. Schneider u. Wrede, Chem. Ber. Bd. 50, 8. 793 (1917). 

2) Wrede, Chem. Ber, Bd. 52, 8. 1756 (1919). 

8) Siehe z. B. Claesson, Jl. fiir prakt. Chem. Bd. 15, 8. 215 (1877); 
Clason, Chem. Ber. Bd. 20, S. 3414 (1887); Otto, Jl. fiir prakt. Chem. 
Bd. 37, S. 208 (1888); Hartmann u. V. Meyer, Chem. Ber. Bd. 27, 
S. 1596 (1894); Troeger u. Hornung, Jl. fiir prakt. Chem. Bd. 60, 
S. 134 (1899); Holmberg, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 359, 8. 90 (1907); 
Strecker, Chem. Ber. Bd. 41, S. 1106 (1908). 
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Das ganz reine, schon krystallisierte Octaacetat des Digluco- 
syltetrasulfids erhielten wir bei der Kinwirkung von Tetra- 
acetylthioglucose auf Schwefelchloriir: 


CH,Oac CH,Oac CH,Oac 
CH CH SH 
CHOac / CHOue CHOac 
20 CHOac +8,Cl, = 0 CHOac QO CHOae + 2HCI. 
CHOac \. CHOae CHOde 
C—SH _ —_—_—a 
iH H H 


Die trockene Verbindung ist recht stabil. Beim langeren 
Kochen mit Lésungsmitteln (z. B. Methylalkohol) wird sie aber 
zerlegt, wobei dann freier Schwefel und das Octaacetat des 
Diglucosyldisulfids entstehen. Auf diesen Umstand mu8 beim 
Umkrystallisieren geachtet werden. 

Auch beim Versuch, das Acetat zu verseifen, erfolgte 
Spaltung im obigen Sinne. Bei der Verseifung mit methyl- 
alkoholischem Ammoniak wurde der Schwefel in kolloidalem 
Zustand frei, wobei sich prachtige Farbungen zeigten. In der 
Lésung lieB sich nur das Disulfid nachweisen. 

Versuche zu abnlichen Umsetzungen mit Schwefelchlorid, 
SCl,, und Selenchloriir, Se,Cl,, fihrten vorliufig zu keinem 
Resultat. 


Experimentelles. 


Die Tetraacetylthioglucose wird nach der Vorschrift von 
Wrede!) durch Reduktion des Diglucosyldisulfids mit Aluminium- 
amalgam gewonnen. Sie wird in etwa der 5fachen Menge 
trockenem Ather gelést und mit einem UberschuB an Schwefel- 
chloriir versetzt. Nach einigen Stunden ist die Lésung zu 
einem Krystallbrei erstarrt. Es wird abgesaugt und mit Ather 
gewaschen. Die Krystalle werden zweckmibig nicht aus 
kochendem Alkohol umgeliést, da hierbei immer eine geringe 
Zersetzung erfolgt. Am besten werden sie in wenig kaltem 
Chloroform gelést, die Lésung wird filtriert und mit viel 
Methylalkohol (oder auch Petrolather) versetzt. Man erhialt 
dann reine, schneeweiBe Krystalle. 





) Diese Zs. Bd. 119, S. 54 (1922). 
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24,085 mg Substanz brauchten 17,02 cem n/10-Ba(OH), fiir C und 
11,04 eem n/10-Ba(OH), fiir H.') 

22,335 mg Substanz brauchten 15,80 cem n/10-Ba(OH), fiir C und 
10,56 eem n/10-Ba(OH), fiir H. 

0,1152 g Substanz gaben 0,1344 g BaSQ,. 


C..H,,0.65, (790,6) Ber. 42,50°/, © 4,85 °/, H 16,23 °/, § 
Gef. 42,40, 42,45 4,62, 4,77 16,02. 
Optisches Verhalten: I. 0,0837 g in 5 eem Chloroform gelést zeigten 
im 2dm-Rohr « =— 10,30° II. 0,0241 g ebenso zeigten a = — 2,94". 
[a]2,° = — 307,6°, — 305,1°. 


Die Substanz bildet weiBe, lange Nadeln vom Schmelzp. 208°. 
Sie lést sich ziemlich schwer in heiBem Alkohol, wobei langsam 
Zersetzung erfolgt, fast gar nicht in kaltem Alkohol, Ather, 
Benzol oder Wasser. Leicht lést sie sich in Chloroform. 

Wird das Acetat zwecks Verseifung in iiblicher Weise 
mit methylalkoholischem Ammoniak bei 0° tibergossen, so geht 
es langsam in Lésung; dabei farbt sich die Fliissigkeit unter 
starker Fluorescenz intensiv blaurot. Nach einigen Stunden 
wird im Vakuum auf etwa ein Viertel des Volumens ein- 
gedampft, dann mit viel trocknem Ather versetzt. Der ge- 
trocknete Niederschlag wird mit einem Gemisch von Essigsaure- 
anhydrid und Pyridin iibergossen und 12 Stunden bei 0° auf- 
bewahrt. Das iiberschiissige Losungsmittel wird nun im 
Vakuumexsiccator médglichst entfernt. Beim Versetzen mit 
Wasser erstarrt der Riickstand. Durch Umkrystallisieren aus 
Methylalkohol wird das Octaacetat des Diglucosyldisulfids ge- 
wonnen, das durch Schmelzpunkt, Mischschmelzpunkt und 
durch Drehungsbestimmung identifiziert wird. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken 
wir fiir die Uberlassung von Mitteln, die zur Durchfiihrung der 
Arbeit benédtigt wurden. 


') Analyse nach Lindner, Zs. anal Chem. Bd. 66, 8. 305 (1925). 
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Uber einige neue Derivate des Histamins.') 


Von 


P. van der Merwe. 


(Aus dem Allgem. Chem. Universitatslaboratorium Géttingen,) 
(Der Redaktion zugegangen am 27, Juni 1925. 


Am Histamin und an einigen dem Histamin verwandten 
Imidazolderivaten sind bereits zahlreiche pharmakologische 
Versuche vorgenommen worden, die zum Ziel hatten, Be- 
ziehungen zwischen der chemischen Konstitution und der 
physiologischen Wirkung aufzufinden. Diese Untersuchungen?) 
haben ergeben, daB alle am Histamin vorgenommenen che- 
mischen Umwandlungen die charakteristische Wirkung der 
Base auf den Uterus herabsetzen. Auer dem Histamin (1 
selbst sind gepriift worden das an der primiren Aminogruppe 
monomethylierte Histamin®) (IJ), das etwa 3/,,, der Wirkung 
von I besitzt; das 4(5)-Methylhistamin *) (II), das nur ?/,,, 
der Wirkung von I zeigt; ferner die beiden isomeren 1-Methyl- 
listamine®) (LV) und (V), die sehr schwach wirksam sind, und 
das §-Oxy-f-Imidazolyl-4(5)-athylamin °) (V1), das merkwiirdiger- 
welse ebenfalls weniger wirksam ist als Histamin. 


CH-—NH CH—NH. CH,C—NH 


I NCH 1 SCH r \CH 

GC—n=-7 ,» G — N= C—N 

| | 

CH,-CH,+NH, CH,-CH,-NH-CH, CH,-CH,-NH, 
I II Il 





1) Das fiir die Untersuchung notwendige Histamin ist von der 
J. G, Farbenindustrieaktiengesellschaft, Werk Elberfeld, zur Verfiigung 
gestellt worden. Ich spreche hierfiir meinen verbindlichen Dank aus. 

*) Vgl. vor allem Pyman, Chem. Soc. Bd. IL], 8. 1125 (1917). 

8) Fargher u. Pyman, Chem. Soc. Bd. 119, S. 734 (1921). 

*) Ewins, Chem. Soe. Bd. 99, S. 2052 (1911). 

*) Pyman, Chem. Soc. Bd. 99, S$. 2172 (1911). 

*) Pyman, Chem. Soe. Bd. 109, S. 186 (1916). 
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CH—N-CH,, CH—N——. CH—NH, 

CH | CCH f »CH 

CO——N=—” , C——N-CH, , C——N~ 

| | | 

CH,-CH,-NH, CH,-CH,-NH, CHOH-CH,-NH, 
IV V VI 


Ferner ist das nachst niedere Homologe des Histamins, 
das 4(5)-(Amino-methyl)-imidazol (VII) geprift worden’); es 
besitzt nur eine sehr schwache Uteruswirkung und dasselbe 
gilt fiir seine Derivate, von denen sechs, die im einzelnen 
nicht aufgezihlt werden sollen, gepriift worden sind. Von 
hdheren Homologen des Histamins hat sich 4,/5)-y-(Amino- 
butyl)-imidazol (VIII) ebenfalls als wenig wirksam erwiesen.!) 
Vor einigen Jahren hat auch Gerngross eine Reihe von 
Histaminabkémmlingen dargestellt, die aber, soweit dies aus 
der Literatur zu ersehen ist, eine nur geringe Secalewirkung 
zeigen, Unter ihnen scheinen am interessantesten das an der 
primiiren Aminogruppe benzoylierte Histamin’) (IX) und ein 
Stoff von der Formel X¥%), der gleichzeitig als Derivat des 
Histamins und des Tyramins aufgefaBt werden kann. Ferner 
sei das Glycyl-f-imidazolyl-athylamin 4) (XJ) von F. Hoffmann- 
La Roche & Co. erwihnt und das Imidazol-isopiperidin (XI 
von Frankel und Zeimer.*) Letzterer Stoff, der von seinen 
Entdeckern fiir hoéchst wirksam erklirt worden ist, verdankt 
seine physiologische Aktivitit nach Dale und Dudley®) fast 
ausschlieBlich einer Beimengung von Histamuin. 








CH—NH, CH—NH, CH —NH. 

| ‘CH 1 CH Nl CH 

CN |) ee 

| - | 

CH,-NH, CH,-CH,-CH-CH, CH,-CH,-NH-COC,H, 
| 
NH, 

VII VIII IX 


') Pyman, Chem Soc. Bd. 99, S. 2172 (1911). 


(72 ( 
2) Gerngross, Diese Zs. Bd. 108, §. 50 (1920). 
5) Chem. Zbl. 1921, II, 8S. 806. 
*) F. Hoffmann-La Roche & Co., Chem. Zbl. 1915, I, 8S. 408. 
5) Biochem. Zs. Bd. 110, S. 234 (1920). 
6) Chem. Zbl. 1922, I S. 770. 
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CH——NH, C;,H,OH CH—NH\, NH, CH,—C—NH, 
| CH | | SCH | »CH 
C——N=7 CH, , C—N= CH,, NH C—N= 
| | | 
CH,-CH,- NH—CH, CH,-CH,-NH—-CO CH,—CH, 
. XI XII 


In der Hoffnung zu therapeutisch wertvollen Verbindungen 
zu gelangen, habe ich auf Veranlassung von Herrn Professor 
Windaus in der letzten Zeit die Darstellung von Histamin- 
derivaten aufgenommen. Da bisher noch keine in der Stellung 2 
substituierten Histamine bekannt waren, habe ich zuniichst 
solche dargestellt. Das Verfahren’) besteht darin, daB man 
das mit Benzoylchlorid und Natronlauge entstehende Auf- 
spaltungsprodukt des Histamins, das Tri-(benzoyl-amino)-1,2, 4- 
buten (XIIJ)*) mit S&éureanhydriden auf 150° erhitzt und 
dadurch das Alkyl der entsprechenden Fettsaure in die Stellung 2 
des Imidazolringes einfiihrt. Nach Verseifung des an der 
primaren Aminogruppe haftenden Saurerestes mit konzentrierter 
Salzsiure erhilt man das gesuchte Homologe des Histamins, 
wie dies fiir den einfachsten Fall in den Formeln XIV und XV 
wiedergegeben ist. 


CH—NH.-CO-C,H, CH—AH CH—NH, 
| C-CH, | C-CH, 
C—NH-CO-C,H, ne C= 
| — > | — > | 
CH, CH, CH, 
| | | 
CH,-NH-CO-0,H, CH,-NH-CO-0,H, CH, -NH, 
XIII XIV XV 


Ich habe nach dieser Methode mit Essigsiureanhydrid 
das 2-Methyl-histamin (XV), mit Propionsiiureanhydrid das 
2-Athyl-histamin (XVI), mit Benzoesiiureanhydrid das 2-Phenyl- 
histamin (XVII) und mit Phenylessigsiureanhydrid das 2-Benzyl- 
histamin (XVIII) synthetisiert. 








CH——_NH, CH— NH. CH—NH, | 
| >C-C,H; | C-C.H, | C-CH, C,H, 
all 5 ann I , C—N=4 
| | 
CH,-CH,-NH, CH,-CH,+NH, CH,-CH,-NH, 
XVI XVII XVIII 





') Windaus u. Langenbeck, Chem. Ber. Bd. 55, S. 3706 (1922). 
*) Windaus u. Vogt, Chem. Ber. Bd. 40, S. 3692 (1907). 
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Diese neuen Histaminderivate sind dadurch ausgezeichnet, 
daB sie prachtvoll krystallisierte Pikrate liefern. Leider 
scheinen sie aber keine wertvollen therapeutischen Higen- 
schaften zu besitzen. Jch habe darum keine weiteren, in 
2 Stellung substituierten Histamine dargestellt, sondern habe 
an der primaren Aminogruppe des Histamins neue Gruppen 
eingefiihrt. Ich habe nach den tiblichen Methoden das N-Acety]- 
histamin (XIX) und das N-Jso-butyryl-histamin (XX) bereitet, 
ferner den (-Imidazolyl-4(5)-athyl-harnstoff (XXI), den ent- 
sprechenden Phenylharnstoff (XXII), den e«-Naphthylharnstoti 
(XXIII) und das #-Imidazolyl-4,(5)-ithylguanidin (XXIV). 











CH—NH, CH—NH, 
I >CH 1 >CH 
| oy ; 
| | 
CH,-CH,-NH-CO-CH, CH,-CH,-NH-CO-CH(CH,), 
XIX << 
| Dou ] SCH 
C N=7 C_.£_.£§—§ y—/ 
| | 
JH,:CH,-NH-CO-NH, CH,-CH,-NH-CO-NH-O,H, 
XXI XXII 
CH——NH CH—NH, 
l SCH | SCH 
ee od o... 9” 
| | 
CH,-CH,-NH-CO-NH-C,,H, CH,:CH,-NHC-NH, 
| 
NH 
XXIII XXIV 


Dann habe ich durch Kondensation von Histamin und 
Anisaldehyd das entsprechende Anil, das N-p-Methoxy-benzal- 
histamin (XXV) gewonnen und es zu dem N-p-Methoxy-benzyl- 
histamin (XX VI) hydriert. Auch die entsprechenden Piperonal- 
derivate (XXVII und XXVIII) habe ich bereitet. Endlich 
habe ich das Histamin mit dem ¢-Chloramyl-benzamid um- 
gesetzt und das gebildete Kondensationsprodukt (XXIX) zu 
dem N-(Amyl-amino-)histamin (XXX) verseift. 
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CH NH, . CH—NH, 
I ; YCH | »CH 
C—— N— C—— N=” 
| | 
CH, CH, 
| | 
CH,:N: CH-C,H,-OCH, CH,-NHCH,C,U,-OCH, 
XXV XXVI 
CH-—NH CH—NH 
| (CH i CH 
C- N=7 C—— N =” 
| , | 
CH, CH, 
| | 
CH,:N : CHC,H,(O,CH,) CH,- NHYCH,C,H,(O.CH,) 
XXVII XXVIII 
CH-—-NH CH——-NH 
| SCH | CH 
CU—— N=’ C—— N=’ 
| , | 
OH, CH 


CH,-NHCH,-CH,-CH,-CH,-CH, | CH,-NHCH,-CH,-Ci,-CH,-CH, 
| | 
NH-COC,H, NH, 
X XIX XXX 
Indessen haben auch diese Versuche nicht zu physio- 
logisch interessanten Stoffen gefiihrt. 


Versuchsteil. 
2-Methyl-histamin (XY). 

Das 'Tri-(benzoyl-amino)-1,2,4-buten (XIII) wurde nach den 
Angaben von Windaus und Vogt?) dargestellt. 10g dieser 
Verbindung wurden mit 70g Essigsiiureanhydrid 14 Stunden 
auf 145° und dann noch 2 Stunden auf 160° erhitzt; die 
schwach gelb gefiirbte Lésung wurde im Vakuum eingedampit, 
der élige Riickstand mit 50 ccm konzentrierter Salzsiiure 2 Stdn. 
im Rohr auf 160° erhitzt, die abgeschiedene Benzoesiure ab- 
hltriert und die Lésung zur Entfernung noch vorhandener 
Benzoesiture mit Ather ausgeschiittelt; die wiiBrige Lésung 
wurde dann im Vakuum zur Trockne eingedampit, der Riick- 
stand in wenig Wasser gelist und mit einer heib gesittigten 
wiBrigen Pikrinsiurelisung versetzt; das Pikrat fiel sofort 
krystallisiert aus, war aber ziemlich dunkel gefirbt. Zur wei- 





') Chem. Ber. Bd. 40, S. 3692 (1907). 
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teren Reinigung wurde es mit iiberschiissiger Salzsiure ver- 
setzt und das Gemisch so lange mit Ather behandelt, bis die 
Pikrinsiure entfernt war; die noch gelb gefirbte Losung des 
salzsauren Salzes lieB sich mit Tierkohle vollstindig entfirben; 
die farblose Lisung wurde wieder zur Trockne eingedampft 
und das zuriickbleibende salzsaure Salz nochmals in das Pikrat 
verwandelt. Die Hauptmenge des Materials krystallisiert aus 
heiBem Wasser in rhombischen Blittchen vom Schmelzp. 237°, 
die auch in siedendem Alkohol schwer lislich sind. Ausheute 
04°/, der Theorie. | 
0,2896 g Substanz gaben 0,3944 g CO, und 0,0800 g H,0. 


0,1221 g i 5»  22,9ceem N (16°, 746 mm). 
C,H,,N;-2C,H,N;0,; Ber. C 37,04 *. H 2,94 "La N 21,62 "I. 
Gef. ,, 37,17 » 3,09 y 21,68. 


Aus dem Pikrat wurde in der iiblichen Weise das Hydro- 
chlorid bereitet, das in Wasser ziemlich leicht léslich ist und 
sich aus siedendem Alkohol umkrystallisieren liBt. Es bildet 
farblose rhombische Blattchen vom Schmelzp. 217°. 

0,1723 g Substanz gaben 0,2290 g CO, und 0,1047 g H,0. 


0,1035 g . m 18,55 cem N (15°, 755 mm). 
C,H,,N,°2 HCl Ber. C 36,36°/, H 6,61°/, N 21,22°/, 
Gef. ,, 36,25 y 6,80 » 21,05. 


Aus den Mutterlaugen des Dipikrats vom Schmelzp. 237° 
wurde in geringer Ausbeute ein Dipikrat vom Schmelzp. 208° 
erhalten, dessen Analyse auf die Formel C,H,,N,-2C,H,N,0, 
mit 2 Mol. Krystallwasser paBt. 

0,1642 g Substanz gaben 0,2094 g CO, und 0,0470 g H,0. 


0,1258 g ‘ »  21,9eem N(19° 753 mm). 
C,U,,N,-2C,H,N,0,-2H,O Ber. C 34,88 °/, H 3,42°/, N 20,36°/, 
Gef. ,, 34,78 » 3,20 20,10. 


2-Athyl-histamin (XVI). 

Zur Gewinnung dieser Base wurden 10g Tri-(benzoy]l- 
amino)-1,2,4-buten (XIII) mit 45g Propionsiureanhydrid 14Stdn. 
im Rohr auf 145° erhitzt. Die Weiterverarbeitung geschah 
wie im vorhergehenden Versuch. Das Dipikrat krystallisiert 
aus absolutem Alkohol in Nadeln vom Schmelzp. 219°, die in 
kaltem Wasser und Alkohol schwer léslich sind. Aus heiBem 
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Wasser kommt das Dipikrat in verschieden krystallisierenden 

Formen heraus, die sich vermutlich durch ihren Gehalt an 

Krystallwasser unterscheiden. Ausbeute 50°/, der Theorie. 
0,1617 g Substanz gaben 0,2271 g CO, und 0,0491 g H,0O. 


0,1213 g “ » 22,15 cem N (16°, 748 mm). 
C,H,;N,-2C,H,N,O, Ber. C 88,189, HH 3,219/,  N 21,10, 
Gef. ,, 38,30 8,40 yy 21,17. 


Das in der tiblichen Weise bereitete Dihydrochlorid ist 
in Wasser sehr leicht léslich und laBt sich aus wenig abso- 
lutem Alkohol umkrystallisieren; es bildet rhombische Blatt- 
chen, die bei 209° schmelzen. 


0,1598 g Substanz gaben 0,2316 g CO, und 0,1041 g H,O. 


0,0972 g “ » 16,3 cem N (15°, 753 mm). 
C,H,,N,*-2 HCl Ber. C 39,61°/, H 1,18°/, N 19,82°/, 
Gef. ,, 39,53 , 7,29 , 19,64. 


2-Phenyl-histamin (XVII). 

10g Tri-(benzoyl-amino)-1,2,4-buten wurden mit 70 ¢g 
Benzoesiureanhydrid 16 Stunden auf 150° erhitzt. Die Auf- 
arbeitung geschah wie iiblich. Das mehrmals aus siedendem 
Wasser umkrystallisierte Dipikrat bildet lange gelbe Nadeln 
vom Schmelzp. 230°, die in kaltem Wasser fast unléslich, in 
heiBem Wasser und in Alkohol schwer ldslich sind. Ausbeute 
nur 20°/, der Theorie. 


0,1612 g Substanz gaben 0,2520 g CO, und 0,0447 g H,O. 


0,1859 g : » 23,1 eem N (16°, 747 mm). 
C,,H,sNg-2CsHsN,O, Ber. C 42,789, H 2,979, N 19,54°/, 
Gef. ,, 42,63 » 3,10 y 19,67. 


Das Dihydrochlorid des 2-Phenylhistamins krystallisiert 
aus der alkoholischen Lésung auf Zusatz von Ather in feinen 
Nadeln aus, die sich oberhalb 240° allmihlich zersetzen; in 
Wasser ist es sehr leicht léslich. 

0,1031 g Substanz gaben 14,5 ccm N (19°, 748 mm). 

C,,H,,N,:2 HCl Ber. N 16,16°/9 Gef. N 16,13°/). 


2-Benzyl-histamin (XVIII). 
10g Tri-(benzoyl-amino)-1,2,4-buten wurden mit 45 g Phe- 
_ nylessigsiiureanhydrid 14 Stunden auf 145° erhitzt. Verarbei- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLXXVII, 21 
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tung wie iiblich. Das Dipikrat krystallisiert aus heiBem Me- 
thylalkohol in gelben Prismen vom Schmelzp. 195°; es ist sehr 
schwer lislich in Wasser, ziemlich leicht léslich in siedendem 
Methylalkohol. Ausbeute nur 18°/, der Theorie. 


0,1624 ¢ Substanz gaben 0,2600 g CO, und 0,0489 g H,0O. 


0,1200 g a » 19,7 eem N, (15°, 752 mm). 
C,,H,;Ns:-2CsH,N,O, Ber. C 43,69°/, H 3,21°, N 19,12°, 
Gef. ,, 43,67 : ae 19,19. 


Das Dihydrochlorid krystallisiert aus alkoholischer Lé- 
sung auf Zusatz von Ather in farblosen Nadeln, die sich bei 
etwa 245° zersetzen; es ist in Wasser leicht, in Alkohol schwer 
léslich. 

0,0981 g Substanz gaben 13,1 ecem N (18°, 750mm). 

C,,H,;N;-2 HCI Ber. N 15,33°/, Gef. N 15,41 % . 


N-Acetyl-histamin (XIX). 

0,7 g reines Histamin und 1,4 g Essigsiureanhydrid wurden 
1 Stunde unter RiickfluB zum Sieden erhitzt; das Reaktions- 
gemisch wurde unter Zusatz von Wasser auf dem Wasserbad 
eingedampft; der 6lige Riickstand wurde beim Verreiben mit 
einigen Tropfen Aceton sofort krystallin; die Krystalle wurden 
abfiltriert und mehrmals aus Alkohol-Ather umkrystallisiert: 
es wurden so in einer Ausbeute von 80°), feine Nadeln vom 
Schmelzp. 143° erhalten, die in Wasser und Alkohol leicht, 
in Aceton schwer und in Ather fast gar nicht lislich waren: 
sie gaben kein in Wasser schwer lésliches Pikrat und lieferten 
beim Erhitzen mit Salzsiiure auf 160° das Histamin zuriick. 

4,899 mg Substanz gaben 9,805 mg CO, und 3,04 mg H,0O. 


1,989 mg ss » 0,480 eem N (17°, 735 mm). 
C,H,,N,0 Ber. C 54,86°, H 7,24°/, N 27,44°/, 
Gef. ,, 54,70 . 6,96 » 27,39. 


N-Iso-butyryl-histamin (XX). 

Das aus 1g Histamin und 2,5¢g Isobuttersiiureanhydrid 
bereitete Derivat bildet feine Nadeln vom Schmelzp. 123° und 
verhilt sich gegeniiber Lésungsmitteln und Reagenzien iihn- 
lich wie das Acetyl-histamin. 








| el 
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4,769 mg Substanz gaben 10,416 mg CO, un nd 3,580 mg H,0. 


2,320 mg » 0,471 cem N, (17°, 739 mm). 
C.H,,N,O Ber. C 59,62°, H 835°, N 23.21%, 
Gef. ,, 59,57 8 40 23,17 


| -Imidazolyl-4 (5)-athyl|-harnstoff “XX1), 

2,7g Kaliumcyanat und 4,8g Histaminmono-hydrochlorid 
wurden in Wasser gelést und die Lésung wurde in einer Por- 
zellanschale auf dem Wasserbad zur Trockne eingedampift: 
der Riickstand erstarrte beim Reiben krystallin; beim Extra- 
hieren mit Alkohol gab er an diesen das gebildete Harustofi- 
derivat ab, das aus konzentrierter alkoholischer Lésung mit 
einer alkoholischen Pikrinséurelésung als Monopikrat ausgefallt 
wurde. Das Pikrat bildet nach dem Umbkrystallisieren aus 
Alkohol lange, gelbe Nadeln vom Schmelzp. 150°, die sich in 
heiBem Alkohol ziemlich leicht lésen. aoe heibes Wasser 
ist das Pikrat nicht ganz bestindig. Aus) 
der Theorie. 


0,1405 g Substanz gaben 0,1946 g CO, und 0,0388 g H,0O. 
0,1331 g - » 28,9 cem N (16,5°, 755 mm). 
C,H,)N,O-C;H,N,0; Ber. C 37,58°, H 3,42 N 25,59‘ 
Get. 37,77 3,69 25,48 


Zur Gewinnung der freien Base wurde das Pikrat in 
der iiblichen Weise in das Sulfat verwandelt und dieses mit 


Bariumhydroxyd umgesetzt. Der freie Harnstotf krystallisiert 
» . 
langen 


aus alkoholischer Lésung — Zusatz von _<Ather in 


zersetzen; sie sind in W asser und “Alkobol sabi leicht, in 
Ather nur sehr wenig ldslich. 


0,1867 g Substanz gaben 0,233: 


0,1006 g - »  31,6cem N, (17°, 747 mm) 
C;H,,ON, Ber. C 46.72 Q H 0.0% N 36 
Get 46,59 0,909 36,24 


Das oxalsaure Salz des Harnstoffs ist in Wasser leicht, 
in Alkohol sehr schwer lislich und schmilzt bei 153°. Beim 
Erhitzen mit Salzsiiure auf 150° wird Histamin aus dem Harn- 
stofiderivat zuriickgebildet. 
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(3-Imidazolyl-4 (5)-athyl)-phenyl-harnstoff (XXII). 
2g Histamin und 2g Phenyl-iso-cyanat wurden in 30 ccm 
absolutem Ather gelést; nach kurzer Zeit setzte eine lebhafte 
Reaktion ein und nach dem Verdampfen des Athers hinter- 
blieb ein fester Riickstand, der zunachst mit Ather gewaschen 
und dann mit verdiinnter Salzsiure extrahiert wurde. Hierbei 
blieb nur eine kleine Menge Diphenylharnstoff ungelést. Die 
salzsaure Liésung schied auf Zusatz iiberschiissiger Natronlauge 
ein weiBes Pulver ab, das aus verdiinntem Alkohol umkrystalli- 
siert wurde. Hierbei entstanden glainzende rhombische Kry- 
stalle, die bei 178° schmolzen; in Wasser und Ather sind sie 
fast unléslich, in Alkohol dagegen leicht léslich. Ausbeute 
fast theoretisch. 
0,1251 g Substanz gaben 0,2874 g CO, und 0,0702 g H,O. 


0,0966g —s, , 19,95 eem N (14°, 756 mm). 
C,.H,,ON, Ber. C 62,57°%/, H 6,13°/, N 24,35°/, 
Gef. ,, 62,65 » 6,28 y 24,40. 


Beim Erhitzen des Phenylharnstoffs mit Salzsiure ent- 
stehen Histamin und Anilin. 


(8-Imidazolyl-4(5)-athyl)-v-naphthyl-harnstoff (X XIII). 

Diese Verbindung wurde aus Histamin und «-Naphthyl- 
iso-cyanat bereitet. Ks krystallisiert aus 60°/,igem Alkohol 
in langen Nadeln vom Schmelzp. 193° und ihnelt in seinen 
physikalischen und chemischen Eigenschaften dem entsprechen- 
den Phenylderivat (XXII). 

0,0994 g Substanz gaben 0,2488 g CO, und 0,0495 g H,O. 


0,0743 g m 12,9 eem N (16°, 747 mm). 
C,,H,ON, Ber. C 68,53°/, H 5,76°/, N 20,00°/, 
Gef. ,, 68,26 ayy » 20,10. 


[f-Imidazolyl-4 (5)-athyl]-guanidin (XXIV). 
5,52g Histamin-monohydrochlorid und 0,52g Cyanamid 
wurden in 100ccm absolutem Alkohol 7 Stunden im Rohr auf 
100° erhitzt. Nach dem Verdampfen des Alkohols hinterblieb 
ein weiBer Riickstand, der in Wasser gelést und mit einer 
heiB gesiittigten Pikrinsiurelésung versetzt wurde. Das aus- 
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geschiedene Pikrat, dem noch Histaminpikrat beigemischt war, 
wurde wiederholt aus der 400fachen Menge siedenden Wassers 
umkrystallisiert, wobei das Histaminpikrat in den Mutterlaugen 
verblieb. Das Pikrat des Guanidinderivats krystallisiert in langen, 
gelben Nadeln vom Schmelzp. 245° (Zersetzung) und ist in 
kaltem Alkohol und in Wasser sehr schwer ldslich. 


0,2006 g Substanz gaben 0,2617 g CO, und 0,0548 g H,O. 


0,2089 g ‘ » 45,25 eem N (17°, 754 mm). 
C,H,,N;°2C,H,N,0, Ber. C 35,34°/, H 2,80°/, N 25,21, 
Gef. ,, 35,58 » 3,06 »y 25,22 


op 

rr 
— ° 
— ad 

fae) 

sar } 

‘ 


Auch aus dem Histaminmonohydrochlorid und 
cyanamid laiBt sich das Guanidinderivat bereiten. 

Das Dihydrochlorid krystallisiert aus absolutem Alkohol 
in farblosen Nadeln, die bei 208° unter Zersetzung schmelzen; 
es ist leicht léslich in Wasser, schwer léslich in kaltem, abso- 
lutem Alkohol, unléslich in Ather. 


0,1788 g Substanz gaben 0.2118 g CO, und 0,0944 g H,0O. 


0,1146 g Pa » 30,0 cem N (15°, 755 mm). 
C,H,,N;-2HCl Ber. C 31,85%/, H 5,80°/, N 30,91°/, 
Gef. ,, 32,30 » 5,91 . 80,74. 


N-p-Methoxy-benzalhistamin (XXYV). 


3g freies Histamin und 3,7 g Anisaldehyd wurden 1'/, Stdn. 
auf dem Wasserbad erwirmt. Nachdem das Reaktionsprodukt 
zur Entfernung unverbrauchten Anisaldehyds mit Ather aus- 
gekocht worden war, wurde es in 50 ccm absolutem Alkohol 
gelést und bis zur Triibung mit Ather versetzt; alshald krystalli- 
sierten derbe Nadeln aus, die rasch aus heiBem Wasser um- 
krystallisiert wurden und so in dicken Prismen vom Schmelz- 
punkt 186° erhalten wurden. In Alkohol ist die neue Base 
leicht léslich, beim Kochen mit Wasser wird sie allmahlich 
zersetzt, wobei der Geruch nach Anisaldehyd auftritt. 


4,370 mg Substanz gaben 10,930 mg CO, und 2,69 mg H,0. 
0,1021 g » 16,1 eem N (15°, 744 mm). 


C,,H,,ON, Ber. C 68,10°, H 660°, N 18,34°/, 
Gef. ,, 68,21 » 6,89 » 18,25 
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Das mit wiBriger Pikrinsiurelésung ausgefallte Dipikrat 
schmilzt bei 222° und bildet gelbe, rechteckige Blattchen, die 
in kaltem Wasser und Alkohol schwer loslich sind. 


4,292 mg Substanz gaben 6,700 mg CO, und 1,42 mg H,O. 


0,0696 g ¥ » 11,0 eem N (19°, 751 mm), 
C,,H,,;0N;-2C,H,N,O, Ber. C 43,45°/, H 3,50°, N 18,26 °/, 
Gef. ,, 42,57 > 3,69 » 18,24 


Hydrierung des Anils zum N-para-Methoxy-benzyl- 
histamin (XXVJ). 

Die Hydrierung wurde in der Weise vorgenommen, daf 
eine amylalkoholische Lésung yon 3 g Anil in der Siedehitze 
mit 7g Natrium behandelt wurde. Die gebildete Base wurde 
mit verdiinnter Salzsiure extrahiert, die salzsaure Lésung im 
Vakuum zur Trockne eingedampft, der Riickstand in Wasser 
gelést, die Lésung mit Tierkohle entfairbt, filtriert und mit 
Pikrinsiurelésung versetzt. Das ausgefillte Pikrat wurde aus 
Alkohol umkrystallisiert und in gelben Blattchen vom Schmelz- 
punkt 213° erhalten, die in Wasser und kaltem Alkohol schwer 
léslich waren. 

4,650 mg Substanz gaben 7,410 mg CO, und 1,380 mg H,O. 


2,60 mg ra » 0,409 eem N (18°, 735 mm). 
Gef. ,, 43,46 1» 3,32 , 17,80 


Das in der iiblichen Weise bereitete Dihydrochlorid 
bildet feine, hygroskopische Blittchen. Beim Behandeln der 
wiBrigen Lésung mit Benzoylchlorid und Natronlauge wurde 
der Imidazolring aufgespalten und ein Stoff von der Forme! 
(XXXI) erhalten; er krystallisiert aus verdiinntem Alkohol 

CH—NHCOC,H, 


] 
C—-NHCOC,H, 





N-CO-C,H, 


| 
CH,—C,H,0CH, 
XXXI 
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in langen Nadeln vom Schmelzp. 205° und ist in Alkohol und 
Ather ziemlich leicht léslich, in Wasser dagegen unléslich. 


4,858 mg Substanz gaben 13,085 mg CO, und 2,45 mg H,0. 


2,393 mg s » 9,173 cem N (22°, 725 mm). 
C,,H;,0,N; Ber. C 74,26 °/, H 5,86 °/, N 7,88 °, 
Gef. ,, 73,46 » 3,64 7,95 


Kondensationsprodukt aus Histamin und Piperonal. 
Das nach der eben geschilderten Vorschrift erhaltene 
Kondensationsprodukt krystallisiert in farblosen Prismen vom 
Schmelzp. 180°, die gegen Wasser ziemlich empfindlich sind. 
Das Dipikrat bildet gelbe Tafeln vom Schmelzp. 217°, die in 
kaltem Wasser und Alkohol wenig ldslich sind. 
4,427 mg Substanz gaben 6,820 mg CO, und 1,20 mg H,O. 


0,0969 g ‘ » 15,1 cem N (19°, 751 mm). 
Ci98,O0.N, Ber. C 42,60°/, H 8,15 °/, N 17,90 °/, 
Gef. ,, 41,95 » 9,08 ,, 17,94 


Die Hydrierung geschah in derselben Weise wie bei 
der Verbindung XXV. Das aus heiBem Wasser umkrystalli- 
sierte Dipikrat der Verbindung bildet lange, gelbe Nadeln 
vom Schmelzp. 195°, die in Alkohol wenig léslich sind. 


4,352 mg Substanz gaben 6,720 mg CO, und 1,04 mg H,O. 


2,639 mg - » 0,403 cem N (17°, 735 mm). 
C,3H,,0,N,-2C,H,O,N, Ber. C 42,66°/, H 3,01°/, N 17,92°/, 
Gef. ,, 42,11 >» 208 » Lane 


Das Dihydrochlorid bildet feine hygroskopische Nadeln, 
die bei 245° unter Zersetzung schmelzen. 


N-Aminoamyl-histamin (XX\). 

3 g Histamin und 8 g ¢-Chloramylbenzamid wurden 
1*/, Stunden auf dem Wasserbad erhitzt, das Reaktionsprodukt 
wurde in absolutem Alkohol gelést, die Lésung mit Chlor- 
wasserstoffgas behandelt und 24 Stunden bei 0° stehen ge- 
lassen. Hierbei fiel eine kleine Menge unangegriffenes Histamin- 
dihydrochlorid aus. Die alkoholische Lésung wurde zur Trockne 
eingedampft und mit 60 ccm konzentrierter Salzsiure 1!/, Stdn. 
im Rohr auf 160° erhitzt; die abgeschiedene Benzoesiiure 
wurde abfiltriert, die salzsaure Lisung zur Entfernung der 
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gelisten Benzoesiure mit Ather ausgeschiittelt und im Vakuum 
zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde in Wasser 
gelést und mit einem UberschuB von wiBriger Pikrinsdure 
versetzt; das ausgefillte Pikrat bildet lange, gelbe Nadeln 
vom Schmelzp. 215°, deren Analyse iiberraschenderweise auf 
ein T'etrapikrat passen, 

4,869 mg Substanz gaben 6,575 mg CO, und 1,28 mg H,0. 


3,080 mg ss » 0,567 cem N (20°, 720 mm). 
C,,H,,N, Ber. C 36,68°%, H 289°, N 20,15%, 
Gef. ,, 36,86 yy 2,94 » 20,32 


Nach mehrfachem Umkrystallisieren aus Wasser erhilt 
man hieraus ein Tripikrat vom Schmelzp. 169°; es bildet 
Jange Nadeln, die in heiBem Wasser und Alkohol leicht 1lés- 
lich sind. 

4,580 mg Substanz gaben 6,410 mg CO, und 1,29 mg H,0O. 


0,1316 g a » 23,3 cem N (18°, 752 mm). 
C, HaN,-3C,H,0,N; Ber. C 38,04 °/, H 3,28 %/, N 20,61 °/, 
Gef. ,, 38.17 1» B15 » 20,50 











Uber einige Chinolinderivate. 
Yon 


R. Hupe und A. Schramme.') 


(Aus dem Allgem. Chem. Universitat:laboratorium Géttingen. 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Juri 1923.) 


Im AnschluB an die vorhergehende und einige friihere 
Untersuchungen haben wir eine Reihe von Chinolinderivaten 
synthetisiert und der pharmakologischen Priifung zugefiihrt, 
deren Formelbilder auf S. 320 aufgefiihrt sind. 


2-Chinolyl-f-athylamin (\). 

Der 2-Chinolyl-acetaldehyd?) (III) wurde aus dem 
Py-2-(m-trichlor-@-oxy)-propylchinolin (I) tiber 2-Chi- 
nolyl-@-milchsiure (II) bereitet und in das Oxim (LV) ver- 
wandelt. 

Das noch unbekannte Oxim stellt man dar, indem man 
eine methylalkoholische Lésung von Chinolyl-acetaldehyd mit 
einer ebensolchen Lisung von Hydroxylamin versetzt und das 
Reaktionsprodukt durch Zusatz von Wasser ausfallt. Das 
Oxim krystallisiert in langen, farblosen Nadeln, die nach dem 
Umkrystallisieren aus Methylalkohol bei 201° schmelzen. 

0,1045 g Substanz gaben 0,2721 g CO, und 0,0533 g H,0. 

C,,H,ON, Ber. C7105,  H5,7 
Gef. ., 70,94 »» 9,42 

Zur Bereitung des Amins wurden 1,3 g Oxim in 45 cem 
Kssigsiure gelést und mit 0,8 g Platinschwarz im Wasserstoff- 
strom geschiittelt. Nach Verlauf von 2 Stunden war das theo- 
retische Volumen Wasserstoff aufgenommen. Die filtrierte 
Lésung wurde mit Natronlauge alkalisch gemacht, das sich 


) Mitgeteilt von A. Windaus. 
*) Liebig, Ann. der Chem. Bd. 287, S. 38 (1895). 
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ausscheidende 2-Chinolyl-f-iithylamin mit Ather aufgenommen 
und aus der sorgfiltig getrockneten Atherischen Lésung mit 
Kohlendioxyd als Carbaminat ausgefallt. Das in gelblichen 
Flocken abgeschiedene Salz wurde in wenig heiBem Wasser 
gelist, die Lésung mit verdiinnter Natronlauge alkalisch ge- 
macht und abkiihlen gelassen, Nunmehr krystallisierte das 
freie Amin in farblosen Blittchen, die, aus Ammoniak um- 
krystallisiert, bei 174° schmolzen. An der Luft zog die Base 
begierig Kohlensiiure an. 

4,090 mg Substanz gaben 11,431 mg CO, und 2,400 mg H,0. 

C,,H.N, Ber. C 76,73, H 7,03 °/, 
Gef. ,, 76,38 5, 6,58 

Das freie Chinolylithylamin lost sich farblos in Alkohol 
auf, dagegen sind die Salze gelb gefairbt. Das aus konzen- 
trierter Salzsiure umkrystallisierte Hydrochlorid bildet lange, 
gelbe Nadeln, die nach vorheriger Verfirbung bei 212° 
schmelzen. Das aus heiBem Wasser umkrystallisierte Pikrat 
bildet dunkelgelbe Nadeln, die nach vorherigem Sintern bei 
209° schmelzen. 

3,110 mg Substanz gaben 5,792 mg CO, und 0,91 mg H,O. 

C,,H,,.N,-C,H,0,N; Ber. C 50,85 °/, B 3,77 *), 
Gef. ,, 50,82 » 8,82 


Py-tetrahydro-2-chinolyl-{-athylamin (VI). 

1,2 g Oxim ([V) wurden in 50 ccm absolutem Alkohol 
gelést, in die siedende Lésung wurden innerhalb 30 Minuten 
5g Natrium eingetragen. Nachdem das Natrium verbraucht 
war, wurde die Lésung mit verdiinnter Salzsiure angesiuert 
und unter Zusatz von etwas Wasser eingedampft; dann wurde 
die freie Base durch Zusatz von Natronlauge in Freiheit ge- 
setzt und mit Ather aufgenommen; der Riickstand der iithe- 
rischen Lisung, im Vakuum destilliert, ging fast vollstandig 
unter 4mm Druck zwischen 155—160° iiber. 

Das mit kalter konzentrierter Salzsiure bereitete Di- 
hydrochlorid bildet schmale, farblose Prismen, die in abso- 
lutem Alkohol fast unléslich sind und bei 230° schmelzen. 


0,1434 g Substanz gaben 0,1638 g AgCl. 
C,,H,,N.°2 HCl Ber. Cl 28,47 °/, Gef. Cl 28,26°/,. 
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Die aus dem Hydrochlorid in Freiheit gesetzte Base siedet 
bei etwa 188° und 16mm Druck; sie ist ein farbloses Ol, das 
in Wasser fast unldslich, in Ather und Alkohol leicht léslich 
ist und an der Luft Kohlensiure anzieht. 


3,843 mg Substanz gaben 10,299 mg CO, und 3,159 mg H,0. 
C, HieN, Ber. C 73,399, H 9,09°/, 
Gef. ,, 73,11 » 9,20. 
4-Amino-pyrogallol-trimethylather. 

Zur Bereitung einiger im Benzolring trimethoxylierter 
Chinolinderivate diente der 4-Amino-pyrogallol-trimethylither 
(VII). Er wurde folgendermaBen gewonnen: 10g 4-Nitro-pyro- 
gallol-trimethylather wurden mit 48g Zinnchloriir und 50¢ 
konzentrierter Salzsiure versetzt und zusammen 1?/, Stunde 
auf dem Wasserbad erwirmt. Nach dem Erkalten der Lésung 
fiigte man konzentrierte Natronlauge hinzu, bis das anfangs 
ausgefallte Zinnhydroxyd sich wieder gelést hatte; dabei schied 
sich das gesuchte Amin als dunkles Ol iiber der alkalischen 
Lisung ab, es wurde mit Ather aufgenommen, die Atherische 
Lésung getrocknet, eingedampft und im Vakuum destilliert. 
Bei 2mm Druck und 150° ging ein farbloses Ol iiber, das 
typisch roch, sich an der Luft verfirbte und mit Wasser- 
diimpfen fliichtig war. 

Das salzsaure Salz schied sich ab, als in eine itherische 
Lésung der Base Chlorwasserstoff eingeleitet wurde; es wird 
nach dem Umkrystallisieren aus Alkohol—Ather in farblosen 
Siulen erhalten, die nach vorheriger Verfirbung bei 200° 
schmelzen. Es ist leicht léslich in Wasser und Alkohol, schwer 
léslich in Aceton, unléslich in Ather und Petrolither. 

8,895 mg Substanz gaben 2,558 mg AgCl. 

C,H,,0,N-HCl Ber. Cl 16,22°%/, Gef. 16,24°/,. 

Der N-Chloracetyl- 4-amino-pyrogallol-trimethyl- 
ather (VIII)') bildet sich leicht beim Behandeln des 4-Amino- 
pyrogallol-trimethylathers mit Chloracetylchlorid; er krystalli- 
siert aus verdiinntem Alkohol in glinzenden Nadeln vom 
Schmelzp. 85°, er ist leicht léslich in Alkohol, Aceton, Ather, 
Chloroform, schwer léslich in Wasser und Petrolither. 





1) Chem. Ber. Bd. 37, S. 117 (1904). 
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6,759 mg Substanz gaben 0,313 cem N (20°, 750 mm). 
3,001 mg - » 8,130 mg AgJ. 
C,,H,,O,NCl Ber. N 5,40°", OCH, 35,84°/, 
Gef. ,, 5,32 85,80. 


6,7, 8- Trimethoxy-chinolin (LX). 


Man versetzt 1g Amin (VII) mit 3g Glycerin und 0,5¢ 
Nitrobenzol und fiigt 3g konzentrierte Schwefelsiure hinzu; 
dann erhitzt man das Gemisch auf dem Sandbad, bis die Re- 
aktion in Gang kommt und J&Bt sie obne weiteres Erhitzen 
zu Ende gehen. Nachher treibt man die mit Wasserdimpfen 
fliichtigen Verbindungen in saurer und alkalischer Lésung iiber, 
schiittelt das mit Wasserdimpfen nicht fliichtige Trimethoxy- 
chinolin aus der alkalischen Lésung mit Ather aus und ver- 
setzt die getrocknete atherische Lésung mit einer Atherischen 
Pikrinsiurelésung. Das ausgefallte Pikrat wird aus Wasser 
umkrystallisiert und bildet feine, gelbe Nadeln vom Schmelz- 
punkt 181°. 

3,101 mg Substanz gaben 5,502 mg CO, und 1,087 mg H,0. 

C,,H,,0,N-C,H,0;,N, Ber. C 48,21°/, H 3,57°/, 

Gef. ,, 48,41 » O06. 

Zur Spaltung des Pikrats wird es in heiBer verdiinnter 
Salzsiiure gelést, der Liésung wird die Pikrinsiiure mit Ather 
entzogen, aus dem salzsauren Salz wird die Base mit Natron- 
lauge ausgefallt und in Ather aufgenommen. Die Atherische 
Lisung hinterlaBt beim Verdunsten die Base als farbloses Ol, 
das allmihlich krystallinisch erstarrt. Beim Umkrystallisieren 
aus wenig Petrolither erhalt man das Trimethoxy-chinolin in 
farblosen Nadeln vom Schmelzp. 80°. 

3,999 mg Substanz gaben 0,223 ecm N (20°, 743 mm), 


C,,H,,0,N Ber. N 6,39°/, Get. N 6,35°,. 
6, 7, 8-Trimethoxy-chinaldin (X). ; 
1 Teil des Amins (VII) wird mit 1,5 Teilen Paraldehyd ~ 
und 2 Teilen konzentrierter Salzsiure 1'/, Stunden auf dem 
Wasserbad unter RiickfluB erhitzt. Die weitere Verarbeitung 
geschieht wie im vorhergehenden Versuch. 
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Das Pikrat des Trimethoxy-chinaldins krystallisiert 
aus Wasser in gelben Nadeln vom Schmelzp. 142°. 


8,864 mg Substanz gaben 0,405 ccm N (17°, 738 mm). 
C,;H,,0,N-C,H,0,N, Ber. N 12,12°/, Gef. 12,00 %/,. 


Das Oxalat bildet rechteckige Krystalle vom Schmelz- 
punkt 148°, die in Wasser und Alkohol leicht und in Alkohol 
schwer ldslich, in Ather unldslich sind. 

Das Trimethoxy-chinaldin krystallisiert aus Petrol- 
‘ither in farblosen Siulen vom Schmelzp. 73°. 


3,644 mg Substanz gaben 0,195 ccm N (19°, 746 mm). 
C,,t,0,.6 Ber. N 6,01 °/, Gef. 6,14°/). 


Das Additionsprodukt mit Chloral (XI) krystallisiert aus 
Alkohol in Wiirfeln vom Schmelzp.114° es ist leicht léslich 
in Alkohol und Aceton, schwer lislich in Wasser. 


3,713 mg Substanz gaben 1,025 mg Cl. 
C,,H,.0,NCI, Ber. Cl 28,0°/, Gef. 27,6°,. 


Trimethoxy-atophan (XII). 


Zu einer Liésung von 3,1g 4-Amino-pyrogallol-trimethyl- 
iither in wenig absolutem Alkohol wurde tropfenweise eine 
Mischung von 1,5g Brenztraubensiure und 1,3g Benzaldehyd 
hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch firbte sich rot, es wurde 
2 Stunden im siedenden Wasserbad erhitzt und dann in der 
beim Atophan iiblichen Weise aufgearbeitet. 

Das so erhaltene Trimethoxy-atophan bildet goldgelbe 
Nadeln, die nach dem Umkrystallisieren aus wiBrigem Methyl- 
alkohol den Schmelzp. 174—-175° zeigen. 

Das Trimethoxy-atophan ist unléslich in Wasser, aber 
léslich in verdiinnten Siuren und Alkalien; auch in Alkohol, 
Aceton und Ather ist es léslich, sehr wenig léslich in Petrol- 
ther. 


2,934 mg Substanz gaben 7,230 mg CO, und 1,406 mg H,0O. 


3,473 mg = » 0,120 cem N (19°, 748 mm). 
C,,H,,0;N Ber. C 67,23°, H 505%, N 4,13 % 
Gef. ,, 67,22 » 5,36 » 3,98. 
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| Nachtrag zu unserer Mitteilung tiber Bromporphyrin I 
| und Tetramethylhamatoporphyrin—Kisensalz.') 
Von 


Hi. Fischer und G. Hummel. 





(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10, Juli 1928.) 


Wie wir neuerdings feststellten, ist Bromporphyrin I mit 
Dibrom-deuteroporphyrin-Ester identisch. Die Mischschmelz- 
punkte der Kérper selbst und die ihrer Derivate geben keine 
Depression. Auch in den spektroskopischen Werten ist kein 
Unterschied (vgl. die Veréffentlichungen). Bromporphyrin I ist 
also aus der Literatur zu streichen. Die Unterschiede in den 
analytischen Befunden zwischen Bromporphyrin I und Dibrom- 
deuteroporphyrin und ihren Derivaten liegen zumeist innerhalb 
der Fehlergrenzen. Die zu hoch liegenden Wasserstoffwerte 
sind bei den halogenhaltigen Kérpern, wie den vorliegenden, 
bei der Mikroanalyse unvermeidlich. Brom bewirkt also eine 
substituierende Absprengung beider Seitenketten in den unter- 
suchten Kérpern. 

Eine ausfiihrliche Mitteilung erfolgt bald. 





1) Diese Zs. Bd. 175, S. 75 (1928). 





